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3 Einführung  
Die Behandlung von Krebserkrankungen ist einer der zentralen Forschungsschwerpunkte in der 
modernen Medizin. In den letzten Jahrzehnten wurden hier beachtliche Fortschritte in Bezug auf 
Mortalität und Morbidität der Patienten gemacht. Die neuen Erkenntnisse über die Komplexität des 
Zusammenwirkens verschiedener interindividueller Faktoren in der Krebsentstehung bieten Raum für 
ganz neue Arten der Therapie und für Kombinationen aus verschiedenen Therapieregimen. Neben 
den althergebrachten Therapiemodalitäten der Chirurgie, Chemo- und Strahlentherapie stehen nun 
für viele Neoplasien auch so genannte targeted therapies und Immuntherapien zur Verfügung, deren 
herausragende Relevanz durch die Verleihung des diesjährigen Nobelpreises für Medizin an James 
P. Allison und Tasuku Honjo erneut untermauert wurde. Aus wirtschaftlicher Sicht ist bei diesen 
zunehmend komplexen und teuren Therapieformen jedoch auch eine Reevaluation bereits 
bekannter Ansätze unter Einbeziehung des neuen Wissens angebracht. 
In der vorliegenden Arbeit wird die Wirkung der photodynamischen Therapie, einer altbekannten 
aber bisher kaum erfolgreich eingesetzten Therapiemodalität, mit einem neuen, potenten 
Photosensitizer auf die Immunreaktion gegen orthotope Urothelkarzinome in Ratten untersucht. 
Im Folgenden wird daher eine kurze Einführung zum Urothelkarzinom, zur Tumorimmunologie und 
Immuntherapie so wie zu den Grundlagen der photodynamischen Therapie und zum aktuellen 
Wissensstand über THPTS, den von uns genutzten Photosensitizer, gegeben. 
3.1 Urothelkarzinom 
3.1.1 Epidemiologie 
Das Urothelkarzinom ist der zweithäufigste maligne Tumor in der Urologie und belegt in der 
Prävalenzstatistik von Malignomen unter Männern den vierten Platz in Deutschland [1]. Trotz 
fallender Inzidenz und Mortalitätsrate ist Harnblasenkrebs die neunthäufigste Todesursache unter 
allen Neoplasien in Europa [2]. Männer sind zwar drei bis vier Mal häufiger betroffen als Frauen, 
jedoch sind deren relative Überlebensraten aufgrund von niedrigerer Invasivität der Tumoren etwas 
besser. Sie liegen im Mittel bei 50 % (Männer) bzw. 44 % (Frauen), bei einem mittleren 
Erkrankungsalter von 74-76 Jahren [1].  
Hauptrisikofaktoren für die Entwicklung eines Urothelkarzinoms sind Nikotinkonsum und Exposition 
gegenüber aromatischen Aminen, welche sich beispielsweise in Pestiziden und Abgasen finden. Auch 
eine berufliche Exposition in der Textil- und Farbindustrie ist beschrieben, jedoch durch verbesserten 





Medikamente wie Pioglitazon, Belastung des Trinkwassers mit Arsen und Chlor sowie chronische 
Entzündungen der Blasenschleimhaut ein Erkrankungsrisiko dar [1]. Auch familiäre Häufungen 
wurden beobachtet, so dass auch von einer genetischen Komponente ausgegangen werden kann [1]. 
3.1.2 Aktuelle Behandlungsoptionen 
Es werden oberflächliche, nicht-muskelinvasive Tumoren der Stadien Ta, Tis und T1 (TNM-Staging [3], 
vergl. auch Tabelle 7) von invasiven Tumoren (T2-T4) unterschieden. Zusätzlich kann ein Grading in 
die drei Risikostufen high, intermediate und low risk erfolgen. Abhängig von Staging und Grading 
ergibt sich das entsprechende Behandlungsregime. Nach der deutschen S3-Leitlinie ist die 
Standardtherapie für nicht-muskelinvasiven Blasenkrebs (NMIBC) die transurethrale Resektion (TUR-
B) mit nachfolgender adjuvanter Chemo- oder Immuntherapie. Beim muskelinvasiven 
Blasenkarzinom (MIBC) wird eine radikale Zystektomie empfohlen, je nach Operationsergebnis 
kombiniert mit adjuvanter Radio- und/ oder Chemotherapie [4]. Eine Besonderheit in der Therapie 
des oberflächlichen intermediate und high risk Harnblasenkarzinoms ist die zusätzliche Anwendung 
der Immuntherapie Bacillus Calmette-Guérin (BCG), welche die Rezidivrate nach TUR-B signifikant 
senkt [4]. 
3.2 Tumorimmunologie und Immuntherapie 
3.2.1 Allgemeine Funktionsweise des Immunsystems 
Das Immunsystem des Menschen besteht aus einem angeborenen (innaten) und einem erworbenen 
(adaptiven) Arm. Den beiden Armen werden jeweils sowohl bestimmte Zelltypen als auch bestimmte 
nicht zelluläre (humorale) Bestandteile zugeordnet. Die Aufgabe des Immunsystems ist neben der 
Unterscheidung von Selbst und nicht-Selbst, also Pathogenen aus der Umwelt, auch die Erkennung 
von verändertem-Selbst, also von mutierten Zellen. Diese Funktion des Immunsystems wird 
Immunosurveillance genannt [5].  
Das innate Immunsystem ist in der Lage schnell und unter Verwendung präformierter Mittel, wie des 
Komplementsystems und der unspezifischen Toll-like Rezeptoren, auf Pathogene zu reagieren. Die T- 
und B-Zellen des adaptiven Immunsystems hingegen müssen zunächst aktiviert werden, proliferieren 
daraufhin und können erst dann Pathogene bekämpfen [5]. Prinzipiell ist vor allem das adaptive 
Immunsystem in der Lage neoplastische Zellen zu zerstören, da diese Antigene tragen, die von T-
Zellen erkannt werden können. Im Verlauf entwickeln sich jedoch häufig Mechanismen die zur 





Eine besondere Rolle kommt in diesem Zusammenhang der Dendritischen Zelle (DC), einer 
professionellen Antigen präsentierenden Zelle (APC) zu, für deren Entdeckung Ralph M. Steinman 
2011 den Nobelpreis für Physiologie oder Medizin erhielt [7]. Diese ist in der Lage, sogenannte 
Damage Associated Molecular Patterns (DAMP) aufzunehmen und sie auf ihren Major 
Histocompatibility Complex Class II (MHC II) Molekülen den T-Zellen zur präsentieren [8]. DAMPs sind 
Warnsignale, die bei Zellschädigung freigesetzt werden, beispielsweise Hitzeschockproteine (HSP), 
Membranbestandteile, DNA/RNA-Fragmente, ATP und viele weitere [9]. Sie werden auch von 
untergegangenen Tumorzellen freigesetzt und lösen auf diese Weise spezifische T-Zell Antworten 
aus, die sich gegen Tumorantigene richten [10].  
3.2.2 Aktuelle Verfahren der Immuntherapie von Tumoren 
Die oben erwähnte BCG Therapie ist bereits seit Jahrzehnten etabliert [11]. Hierbei werden 
attenuierte, ursprünglich zur Impfung vorgesehene, Tuberkuloseerreger in die Blase eingespült. Es 
kommt zur Infektion von Urothel- und Tumorzellen, verstärkter Antigenpräsentation und letztlich, 
durch Einwanderung von zytotoxischen Zellen, zur Zellzerstörung [11]. Ebenfalls etabliert ist die Gabe 
spezifischer Antikörper gegen häufige Tumorepitope, wie etwa der gegen einen Wachstumsfaktor 
gerichtete HER2 Antikörper Trastuzumab zur Therapie von Brustkrebs [12]. 
Darüber hinaus wurden in den letzten Jahren weitere Wege zur Immuntherapie von Tumoren 
untersucht, allesamt mit dem Ziel, die körpereigene Abwehr gegen Neoplasien zu unterstützen. So 
wird beispielsweise das rekombinante Protein NY-ESO-1, welches häufig von high risk 
Urothelkarzinomen exprimiert wird, wie eine Impfung injiziert, um so eine spezifische 
Immunreaktion gegen die Proteinstruktur auszulösen [13]. Die Methode des Adoptive Cell Transfer 
(ACT) verwendet bereits spezifisch gegen den Tumor gerichtete Lymphozyten, welche in vitro 
vermehrt und dem Patienten wieder zugeführt werden, um eine hochspezifische und personalisierte 
Immunreaktion zu erreichen [14].  
Außerdem gibt es inzwischen vermehrt Ansätze, die körpereigene Gegenregulation des 
Immunsystems zu unterdrücken, etwa durch Zerstörung von immunsuppressiven regulatorischen T-
Zellen (Treg) [15] oder direkte Inhibierung sogenannter Checkpoint-Moleküle, für deren Entdeckung 
kürzlich der Nobelpreis für Medizin oder Physiologie an James P. Allison und Tasuku Honjo verliehen 
wurde [16]. Der Programmed Death-receptor 1 (PD-1) beispielsweise wird auf T-Zellen exprimiert 
und vermittelt bei Bindung an seinen Liganden (PD-L1) immunologische Toleranz gegenüber dem 
Bindungspartner. PD-L1 wird häufig auch von Tumorzellen produziert um der Immunosurveillance zu 
entgehen. Die Bindung der beiden Moleküle kann nun mit spezifischen Antikörpern blockiert werden, 





Eine weitere Methode zur Induktion einer tumorspezifischen Immunität im Wirtsorganismus ist die 
Anwendung einer immunstimulierenden photodynamischen Therapie (PDT) [18], worauf im 
Folgenden genauer eingegangen wird. 
3.3 Photodynamische Therapie 
3.3.1 Geschichte 
Bereits zu Beginn des 20. Jahrhunderts beobachteten Raab und v. Tappeiner eine zytotoxische 
Wirkung von Acridin in Kombination mit Lichtexposition auf Protozoen, welche v. Tappeiner später 
als „photodyŶaŵisĐhe ErsĐheiŶuŶg“ ďezeiĐhŶete [19]. Die nächsten wichtigen Entdeckungen waren 
die der Phototoxizität von Porphyrinen durch Meyer-Benz (1913) und deren Fähigkeit zur 
Anreicherung in malignem Gewebe durch Policard (1924) [20]. Letzteres legte den Grundstein für die 
seit 2005 zugelassene photodynamische Diagnostik mit Hexaminolaevulinat (Hexvix®), einer 
Vorläufersubstanz endogener Porphyrine [21], die in der Urologie zur besseren Detektion von 
Harnblasentumoren Verwendung findet [4]. 
Die Idee der Nutzbarmachung von Phototoxizität zur photodynamischen Therapie von Tumoren 
wurde erst 1972 von Diamond und Kollegen wieder aufgegriffen, die postulierten, dass das 
Anreicherungsverhalten von Porphyrinen in Tumoren ideal zur deren Zerstörung mittels 
Lichtbestrahlung genutzt werden kann [22]. Nach einigen erfolgreichen Zell- und Tierexperimenten 
führten Kelly und Snell bereits 1976 die erste Anwendung von PDT am Menschen durch, und zwar an 
Patienten mit Harnblasenkarzinom [20, 23]. In den folgenden Jahren wurden Anwendungsgebiete für 
PDT in vielen weiteren Fachrichtungen untersucht [20], jedoch ist ihre klinische Durchführung 
heutzutage weiterhin hauptsächlich auf den Rahmen von Studien beschränkt, worauf weiter unten 
eingegangen wird. 
3.3.2 Molekularer Wirkmechanismus 
PDT basiert auf dem Prinzip des photodynamischen Effekts, bei dem eine photoaktive Substanz, der 
Photosensitizer (PS), durch Bestrahlung mit Licht einer bestimmten Wellenlänge angeregt und auf ein 
höheres Energielevel gebracht wird, was über Redox-Prozesse im Gewebe zur Produktion von 
Sauerstoffradikalen (ROS) führt [20]. Zwei verschiedene Mechanismen der ROS-Bildung sind 
beschrieben. Typ I Reaktionen führen zur Bildung von Peroxiden, Hydroxyl-Radikalen und 
Superoxidanionen über Elektronentransferkaskaden, während Typ II Reaktionen zur direkten Bildung 
von hochreaktivem Singulett-Sauerstoff aus ubiquitärem molekularem Sauerstoff führt [24]. Diese 









Abbildung 1: Jablonski Diagramm 
Durch Absorption der Lichtenergie hv wird das Energieniveau S0 des PS auf einen angeregten Singulett-Status 
angehoben (S1, S2). Durch spontane Energieabgabeprozesse kommt es über intersystem crossing zur Ausbildung 
eines angeregten Triplett-Status. Von diesem werden entweder Elektronen (e
-
) direkt zur Bildung der ROS 





(Typ II Reaktion). Daneben entstehen durch Energieabgabe in Form von Lichtemission 
Fluoreszenz und Phosphoreszenz. (Grafik aus [26]) 
3.3.3 Voraussetzungen für eine effiziente PDT 
Das Erreichen einer möglichst effizienten PDT hängt vom Zusammenspiel verschiedener Faktoren ab. 
Grundvoraussetzung ist ein PS mit guten physikochemischen Eigenschaften: Er soll chemisch rein, 
physikalisch stabil und einfach synthetisierbar sein. Die Aufnahme sollte möglichst selektiv in 
Tumorzellen geschehen und er sollte dort schnell akkumulieren. Das Exzitationsmaximum des PS 
sollte innerhalb des photodynamischen Fensters, zwischen 600 und 800 nm Wellenlänge liegen [27], 
da hier aufgrund der geringeren Interferenzen mit Gewebsbestandteilen die Eindringtiefe des Lichts 
am höchsten ist (Abbildung 2) [24]. Über 800 nm Wellenlänge wird die minimale Energie zur 
Produktion von ROS unterschritten [24]. Zur Minimierung von phototoxischen Nebenwirkungen bei 





Dunkeltoxizität aufweisen, also bei Abwesenheit von Licht nicht schädlich auf den Organisumus 
wirken [24]. Wie aus dem oben beschriebenen molekularen Wirkmechanismus deutlich wird, ist die 
Effizienz der Therapie auch abhängig vom Sauerstoffangebot im Gewebe, da bei mangelnder 
Sauerstoffversorgung der Reaktionspartner für die ROS-Produktion fehlt [28]. Außerdem haben die 
verwendete Lichtdosis, also die aufgenommene Energie pro bestrahlter Fläche (J/cm²) und die 
Flussrate, also die abgegebene Leistung pro bestrahlter Fläche (mW/cm²) Einfluss auf die 
Ergebnisse [29].  
 
Abbildung 2: Absorptionsspektren von Gewebebestandteilen und THPTS 
Absorption von Wasser (H2O), oxygeniertem Hämoglobin (HbO2) und nicht-oxygeniertem Hämoglobin (Hb), 
sowie des PS Tetrahydroporphyrin-Tetratosylat (THPTS; 10 µM) in destilliertem Wasser. Sein 
Absorptionsmaximum bei 760 nm Wellenlänge liegt innerhalb des photodynamischen Fensters und 
gewährleistet eine effektive Anregung des PS bei relativ hoher therapeutischer Eindringtiefe des Lichts. Unten ist 
zur besseren Orientierung das Spektrum des sichtbaren Lichts zwischen ultraviolett (UV) und Infrarotlicht 





3.3.4 Gewebseffekte der PDT 
Es sind drei Effekte im bestrahlten Gewebe nach PDT beschrieben: PDT führt zu direkter 
Zellzerstörung, zur Induktion von Gefäßverschlüssen und zur Aktivierung des Immunsystems [27]. Im 
Folgenden werden diese Effekte genauer erklärt. 
3.3.4.1 Zellzerstörung 
Die direkte Zellzerstörung durch PDT geschieht sowohl in Form von Apoptose, also programmiertem 
Zelltod, als auch durch Nekrose und Makroautophagie, abhängig von den jeweiligen Eigenschaften 
des PS, seiner Dosierung und der applizierten Flussrate [9]. Hohe PS-Konzentrationen und hohe 
Flussraten scheinen eher zur Nekrosenbildung und stärkerer lokaler Inflammation zu führen, 
ausgelöst durch Sauerstoffmangel und Zerstörung der Zellmembranen [29], während eine geringere 
PDT-Dosis eher zur Apoptose führt [32]. Die Prozesse, die den programmierten Zelltod auslösen sind 
komplex und variieren ja nach PS und untersuchtem Gewebe. Regelmäßig beobachtete Effekte sind 
beispielsweise eine oxidative Schädigung des Apoptoseinhibitors Bcl-2, was durch verminderte 
Hemmung zur Apoptoseinduktion führt, und die Freisetzung von mitochondrialem Cytochrom C, 
welches im Cytosol Apoptoseenzyme, die sogenannten Caspasen, aktiviert [33]. Makroautophagie ist 
ein Prozess, der durch verschiede zelluläre Belastungssituationen ausgelöst werden kann, z.B. auch 
durch oxidativen Stress. Sie dient aber in erster Linie dazu, zellulären Schaden nach einer PDT zu 
minimieren und spielt für die therapeutische Anwendung eher eine untergeordnete Rolle [34]. 
3.3.4.2 Gefäßokklusion 
Die von einigen Autoren beschriebene PDT-vermittelte Gefäßokklusion basiert hauptsächlich auf 
einem phototoxischen Endothelschaden mit Freilegung der Basalmembran, Leukozytenadhäsion und 
nachfolgender Thrombusbildung [35]. Dies verstärkt wiederum die zytotoxischen Effekte der PDT, 
indem die Durchblutung des Tumorgewebes und damit die Nährstoff- und Sauerstoffversorgung 
herabgesetzt wird. 
3.3.4.3 Stimulation des Immunsystems 
Neben den oben beschriebenen, unmittelbaren Effekten ist für die PDT von Tumoren außerdem eine 
gegen den Tumor gerichtete Aktivierung des Immunsystems beschrieben. Durch PDT vermittelte 
Zellschädigung kommt es zur Freisetzung proinflammatorischer Zytokine wie TNF-α und IL-6, durch 
die Neutrophile Granulozyten und andere Immunzellen angelockt werden, was über das 
Komplementsystem zur Tumorzellzerstörung führen kann [9, 18]. Außerdem kommt es zur 
Freisetzung von DAMPs, die, wie unter 3.2.1 beschrieben, von DC aufgenommen, prozessiert und den 
T-Lymphozyten präsentiert werden [36]. Dadurch werden zytotoxische T-Lymphozyten (CTL) und 





auch eine Wirkung auf Fernmetastasen haben können [37]. Auch das Wachstum eines Rezidivs nach 
PDT können sie verhindern, wie Korbelik und Kollegen anhand von heterotop implantierten EMT6 
Mamakarzinomen im Vergleich von immunkompetenten und immundefizienten Mäusen 
zeigten [38]. Die Freisetzung von DAMPs wurde sowohl im Rahmen von Zellnekrose, als auch der so 
genannten immunogenen Apoptose beschrieben [9] und ist der Schlüsselmechanismus für eine PDT- 
vermittelte Immunreaktion [39]. Auch Makrophagen scheinen nach neueren Untersuchungen in der 
Immunosurveillance eine wichtige Rolle zu spielen und lassen sich in Ihrer Differenzierung durch PDT 
beinflussen [40]. 
3.3.5 Überblick über gängige Photosensitizer 
Photosensitizer lassen sich in zwei Gruppen unterteilen: Zyklische Tetrapyrrole, die als Grundstruktur 
vier Pyrrolringe aufweisen und auch in der Natur vorkommen und andere synthetische und 
pflanzliche Moleküle, die variable Grundstrukturen aufweisen und teilweise molekularchemisch 
hergestellt werden [26]. 
3.3.5.1 Zyklische Tetrapyrrole 
Zu den zyklischen Tetrapyrrolen zählen die Porphyrine, die Chlorophylle, die Chlorine und auch die 
Bakteriochlorine (Abbildung 3). Die bekanntesten Vertreter der Porphyrine sind Hematoporphyrin-
Derivative (HpD, Photofrin®), einer der ersten zugelassenen PS für die Krebstherapie [41] und 
5-Aminolaevulinat (5-ALA) welches als Prodrug erst im Körper zum aktiven Protoporphyrin IX 
umgewandelt wird und vor allem in der Dermatologie häufig verwendet wird [42].  
Chlorine, in deren Ringstruktur einer der aromatischen Pyrrolringe im Vergleich zu den Porphyrinen 
reduziert vorliegt, sind beispielsweise Temoporfin (Foscan®), welches ein breite Anwendung in 
präklinischen und klinischen Studien erfahren hat [43] und Verteporfin, zugelassen für die Therapie 
der altersbedingten Makuladegeneration [44].  
Bakteriochlorine sind durch das Fehlen von zwei Doppelbindungen im Porphyringerüst 
charakterisiert. Der bekannteste Vertreter ist Padeliporfin (TOOKAD®), welches im Fachjournal 
Lancet Oncology kürzlich in einer Phase III Studie als Alternative für die Therapie von niedrig-risiko 
Prostatakrebs identifiziert wurde [45]. Auch THPTS, auf welches im Folgenden noch vertieft 
eingegangen wird und das in der vorliegenden Arbeit als PS verwendet wurde, ist ein Bakteriochlorin. 
Ein wichtiges Unterscheidungsmerkmal der zyklischen Tetrapyrrole ist das Absorptionspektrum für 
sichtbares Licht. Während Porphyrine typischerweise ihr Absorptionsmaximum bei Wellenlängen um 
400 nm haben (s.g. Soret-Bande), findet sich bei Chlorinen ein weiteres Maximum im Bereich von 





3.3.3 bereits beschrieben, ist gerade dieser nah-infrarote Bereich interessant für die PDT von 
Tumoren, da langwelliges Licht besonders gut das Gewebe durchstrahlt (Abbildung 2). 
 
Abbildung 3: Unterschiede in der Grundstruktur und den Absorptionsspektren von Tetrapyrrol-PS 
Makrozyklischer Tetrapyrrolring des Porphyrins mir 4 aromatischen Pyrrolringen (A), nach Hydrierung eines 
Pyrrols zum 1-Pyrrolin entsteht ein Chlorin (B) und nach zusätzlicher Hydrierung des gegenüberliegenden Pyrrols 
entsteht ein Bakteriochlorin (C). Im Diagramm darunter sind die typischen Absorptionsspektren der drei 
Molekülklassen für sichtbares Licht, sowie der Zusammenhang mit der Gewebedurchlässigkeit für Licht 
aufgetragen. Chlorine und Bakteriochlorine eignen sich wegen der langwelligeren Absorptionsmaxima besser 
für die PDT im Gewebe. (Grafik aus [26]) 
3.3.5.2 Nicht- Tetrapyrrol Photosensitizer 
Farbstoffe wie Methylenblau, Toluidinblau und Bengalrosa fanden bisher vor allem Anwendung in 
der photodynamischen Therapie von Bakterien und Pilzen. Weitere Moleküle, wie Squaraine und 
Übergangsmetall-haltige Farbstoffe wurden als nutzbar für die PDT identifiziert, ihre Erforschung 
befindet sich jedoch noch in den Kinderschuhen [26]. Natürliche Farbstoffe, wie Hypericin, das aus 





der antidepressiven Therapie beschrieben wurde, können ebenfalls als PS verwendet werden [46] 
und auch Riboflavin (Vitamin B2) und Curcumin wurden bereits als antimikrobielle PS 
untersucht [26]. Zusammenfassend haben nicht-Tetrapyrrol PS derzeit in der Tumortherapie jedoch 
eher eine nachrangige Bedeutung. 
3.3.6 Bestehende Anwendungsgebiete von PDT 
Trotz einer Vielzahl an Publikationen präklinischer und früher klinischer Studien bleibt die PDT eine 
kaum genutzte Therapieoption in der klinischen Praxis. Den größten Erfahrungsschatz gibt es in der 
Dermatologie, gefolgt von der Therapie von Kopf-Hals-Tumoren, Lungenkarzinom und Läsionen des 
oberen Verdauungstrakts, wie dem Barrett-Ösophagus [47]. Einzug in Behandlungsleitlinien 
deutscher Fachgesellschaften fand die PDT beispielsweise für die Therapie kleiner, oberflächlicher 
Bronchialkarzinome (im Rahmen von Studien) [48] oder als Alternative zur operativen Versorgung 
des Basalzellkarzinoms der Haut [49]. Für die Therapie des Barrett-Ösophagus wird die PDT nicht 
mehr empfohlen, da Nebenwirkungen und Komplexität des Eingriffs die einer Radiofrequenzablation 
(RFA) übersteigen [50]. Allen Reviews aus den verschiedensten Anwendungsgebieten ist gemeinsam, 
dass prospektive, randomisierte Studien fehlen bzw. gefordert werden und dass Hoffnung in die 
Weiterentwicklung von neuen Photosensitizern, mit einer höheren Wirksamkeit und einem besseren 
Nebenwirkungsprofil, gesetzt wird. 
Auch in der Therapie urologischer Tumoren ist die PDT bisher nicht über die Erprobung im Rahmen 
von Studien hinausgekommen [51], auch wenn für das Prostatakarzinom zuletzt in einer 
prospektiven, randomisierten Studie mit über 400 Patienten die Wirksamkeit und Sicherheit eines 
gefäße-zerstörenden PDT-Regimes mit Padeliporfin nachgewiesen werden konnte [45]. Für das 
Urothelkarzinom konnte in der multizentrischen Studie von Jocham und Kollegen eine 
Gleichwertigkeit von einmaliger Photofrin-PDT gegenüber BCG-Therapie von nicht muskelinvasivem 
Harnblasenkarzinom festgestellt werden [52], was zu dem Schluss führte, dass mehrmalige 
Anwendung möglicherweise bessere Ergebnisse erzielen würde. 
3.3.7 Möglichkeiten und Beschränkungen des Verfahrens 
Die PDT von Tumoren ist ein vielversprechender Ansatz, da sie ökonomisch, wirksam und 
patientenfreundlich ist. Sie ist in der Blase, aber auch in anderen Hohlorganen und auf der Haut, 
technisch einfach durchzuführen und, verglichen mit anderen Behandlungsmodalitäten, relativ 
günstig [53]. Es sind bisher kaum Resistenzen beschrieben und eine wiederholte Durchführung ist 
daher problemlos möglich [54]. Sie ist weniger invasiv als chirurgische Therapieoptionen und hat 
unter optimalen Bedingungen ein besseres Nebenwirkungsprofil als herkömmliche Chemotherapie 





Bestrahlungsfeldes und durch Anreicherung im Tumorgewebe. Dadurch werden körpereigene 
stoffwechselaktive Zellen wie das hämatopoetische System und die Schleimhäute geschont. Auch 
gibt es bisher keine Anhaltspunkte für eine Karzinogenität des Verfahrens, wie dies für Chemo- und 
Radiotherapie beschrieben ist [27]. 
Als Nebenwirkung ist bisher vor allem eine generalisierte Photosensibilisierung, besonders bei PS der 
ersten Generation, beschrieben [55]. Diese entsteht, wenn der PS systemisch appliziert wird und eine 
relativ lange Eliminationszeit aus dem Organismus hat und die Patienten so, bei Exposition 
gegenüber Sonnenlicht, Verbrennungssymptome an der Haut entwickeln. Außerdem wurde von 
Harty und Kollegen für die PDT der Blase mit Di-Haematoporphyrinester (Photofrin II®) eine 
Verdickung der Blasenwand und Fibrosierung des Detrusormuskels mit folgender dauerhafter 
Kontraktur bei 40 % der behandelten Patienten beschrieben [56]. Ob diese Komplikation durch die 
Bestrahlung oder durch den PS ausgelöst wurde ist nicht klar, es macht jedoch die Wichtigkeit eines 
selektiven Targeting der Tumorzellen deutlich. 
Die Grenzen des Verfahrens sind vor allem die geringe Eindringtiefe von Licht in Gewebe, die den 
therapeutischen Effekt auch bei optimalem Absorptionsspektrum des PS auf eine Tiefe von einigen 
Millimetern bis wenigen Zentimetern beschränken [41] und die Gewährleistung der Aufnahme des PS 
in die Tumorzellen. Je besser dessen Anreicherung im Tumor ist, z.B. durch Verwendung antikörper-
gekoppelter PS, desto effizienter und nebenwirkungsärmer kann PDT durchgeführt werden [53]. 
3.4 Tetrahydroporphyrin-Tetratosylat (THPTS) 
Wie im letzten Absatz beschrieben gibt es einen hohen Bedarf für neue, wirksamere Photosensitizer, 
die möglichst selektiv in Tumorzellen aufgenommen werden, die ein Absorptionsmaximum in der 
Nähe des Infrarotbereichs für optimale Gewebsdurchdringung und eine kurze Eliminationszeit zur 
Verminderung phototoxischer Nebenwirkungen haben. In dieser Arbeit wurde deshalb der neue und 
vielversprechende Photosensitizer THPTS verwendet, auf den im Folgenden genauer eingegangen 
wird. 
3.4.1 Struktur und Eigenschaften 
THPTS hat wie alle Bakteriochlorine als chemische Grundstruktur einen großen herterozyklischen 
Ring bestehend aus je zwei Pyrrol- und Pyrrolinringen, ähnlich dem der Porphyrine (Abbildung 4). Es 
ist wasserlöslich und positiv geladen [57], was die Aufnahme in Zellen, welche normalerweise negativ 
geladen sind, erleichtert [58]. Zellkulturexperimente zur Aufnahmekinetik in undifferenzierte 





Eintreten einer Sättigung nach etwa drei Stunden [57] und auch in mehreren 
Urothelkarzniomzelllinien konnte bei Inkubation mit 200 µM THPTS ein sofortiger Aufnahmebeginn 
mit Sättigung nach durchschnittlich 2h erreicht werden [59].  
 
Abbildung 4: Strukturformel von THPTS 
Chemische Struktur von 5,10,15,20-tetrakis-(1-alkyl-3-pyridyl)-21H,23H-7,8,17,18-tetrahydroporphyrin 
Tetratosylat (C72H70N8O12S4), ein Bakteriochlorin mit einem Molekulargewicht von 1367.66 Da. (Grafik verändert 
nach [57]) 
In mehreren Studien mit verschiedenen Zelllinien konnte darüber hinaus nachgewiesen werden, dass 
THPTS bis zu Dosierungen von 1 M praktisch keine Dunkeltoxizität aufweist [57, 59, 60]. Das heißt, 
dass der Sensitizer bei Abwesenheit von Licht ungefährlich ist. Eine Eliminationshalbwertszeit von 
etwa 30 Stunden konnten Walther und Kollegen in menschlichen Retinoblastomzellen nachweisen 
[61], was für eine Minimierung von generalisierten phototoxischen Nebenwirkungen nach THPTS-
PDT spricht. Im Tierversuch mit BALB/c Mäusen und subkutan implantierten C26-
Kolonkarzinomzellen konnte anhand von Fluoreszenzmessungen eine bis zu 50-fache Anreicherung 
von THPTS in den Tumorzellen im Vergleich zu gesunden Geweben gemessen werden [57], was für 
die Möglichkeit einer selektiven Therapie des Tumors unter Schonung des gesunden Gewebes 
spricht.  
Das Absorptionsspektrum von THPTS zeigt ein Maximum bei einer Wellenlänge von 760 nm, also im 
nahen-infraroten Bereich [57]. Hier ist die Gewebedurchlässigkeit für Licht besonders hoch, was eine 
Eindringtiefe der PDT über 10 mm möglich macht [30]. Dies konnte im Tierversuch bestätigt werden, 
da Nekrosen in Tumoren bis zu 13 mm Tiefe nach THPTS-PDT nachgewiesen wurden [57]. Die 
Zellzerstörung ist bei THPTS-PDT vor allem durch Induktion von Apoptose vermittelt [31, 60, 61], 





nachgewiesen werden, was darauf schließen lässt, dass der Wirkmechanismus auch abhängig vom 
untersuchten Zelltyp ist [59]. 
3.4.2 Bisherige Anwendungen zum Nachweis der Wirksamkeit 
Die Wirksamkeit von THPTS als PS zur Zellzerstörung wurde bisher in unterschiedlichen humanen 
Zellkulturen, pathogenen Bakterien, aber auch in vivo nachgewiesen. In Aderhautmelanomzellen 
zeigte sich bei einer Dosis von 150 µM THPTS und einer Lichtdosis von 30 J/cm² eine über 90%ige 
Zellzerstörung [57]. Walther und Kollegen untersuchten die THPTS-PDT an Retinoblastomzellen und 
konnten mit 25 bis ϮϬϬ µg/ŵl ;≈ 18,3 bis 146,5 µM) THPTS und Lichtdosen von 60 und 100 J/cm², 
dosisabhängig bis zu 100 % der Zellen zerstören [61]. In mehreren Glioblastomzelllinien zeigte THPTS 
bei Inkubation mit 100 µg/ŵl ;≈ϳϯ,ϯ µMͿ THPTS und einer Lichtdosis von 30 J/cm² ebenfalls eine 
effiziente zytotoxische Wirkung bis zu 100 %. Auch in verschiedenen Blasenkarzinomzellen konnte 
THPTS-PDT sich bereits bei einer niedrigen Dosierung von 25 µM und 10 J/cm² Lichtdosis als wirksam 
zur Zellzerstörung erweisen [59]. Außerdem ist THPTS-PDT in vitro auch gegen grampositive und 
gramnegative Bakterien wirksam. Bei einer Dosierung von 100 µM und einer Lichtdosis von 100 J/cm² 
kam es bei allen untersuchten humanpathogenen Stämmen zu einer kompletten Abtötung, 
unabhängig von deren Resistenzstatus gegen herkömmliche Antibiotika [62]. 
Auch in vivo wurden bereits erste Versuche mit THPTS-PDT durchgeführt. Schastak und Kollegen 
untersuchten die Wirkung im schon unter 3.4.1 erwähnten Tiermodell an BALB/c Mäusen mit 
subkutan implantierten C26-Kolonkarzinomen. Es zeigte sich bei intraperitonealer (i.p.) Applikation 
von 5 mg/kg Körpergewicht (KG) eine gute Anreicherung im Tumor und nach Bestrahlung mit 
Lichtdosen bis zu 120 J/cm² eine Nekrosetiefe bis zu 13 mm [57]. Hambsch und Kollegen führten ein 
ähnliches Experiment mit C6-GBM-Glioblastomen in Wistar Ratten durch und konnten die Ergebnisse 
bestätigen: bei einer Applikation von 5 mg/kg KG THPTS i.p. und einer Lichtdosis von 100 J/cm² 
zeigten sich auch hier Nekrosen bis zu 13 mm Gewebstiefe [60]. In beiden Arbeiten wurde darüber 
hinaus eine deutliche Abhängigkeit der therapeutischen Tiefe von der applizierten Lichtdosis 
festgestellt, mit kleineren Werten bei niedrigerer Dosis [57, 60]. In beiden Tierversuchen traten 
weder generalisierte Phototoxizität, noch eine Dunkeltoxizität oder sonstige Unverträglichkeiten 
gegenüber THPTS auf [57, 60], was sich mit den Ergebnissen der Zellversuche deckt (s.o.). 
Zusammenfassend erfüllt THPTS unter Laborbedingungen alle Kriterien die an einen modernen PS 
gestellt werden: Es hat eine gute Pharmakokinetik, ein Absorptionsmaximum im nah-infraroten 





In welchem Ausmaß THPTS die beiden anderen Effekte der PDT, also vaskuläre Okklusion und 
Immunaktivierung, auslösen kann, wurde bislang nicht untersucht. Nach THPTS-PDT im 
Harnblasenkarzinom wurde in der vorliegenden Arbeit deshalb der Frage nach dem Einfluss auf die 
Immunreaktion im Tumor durch die Behandlung nachgegangen. 
4 Aufgabenstellung  
Ziel des Forschungsvorhabens war die Untersuchung immunstimulierender Effekte der PDT mit dem 
neuen Photosensitizer THPTS in einem orthotopen Tiermodell des Harnblasenkarzinoms. 
Dazu musste zunächst der Tierversuch mit zwei invasiven Eingriffen (Tumorinokulation und THPTS-
PDT) je Versuchsreihe durchgeführt und die Tiere für insgesamt 24 Tage betreut werden. Nach 
dessen Abschluss sollte zur histologischen Aufarbeitung die Entnahme, Einbettung und das 
Anfertigen von Serienschnitten der Gewebeproben erfolgen. 
Mittels Hämatoxlin/Eosin (HE)-Färbung sowie immunhistochemischer Färbungen sollte die 
qualitative und quantitative Auswertung des Einflusses der THPTS-PDT auf Zellen des Immunsystems 
am Tumor untersucht werden. Dazu mussten zunächst geeignete Zelltypen identifiziert sowie eine 
reproduzierbare Auswertungsmethodik etabliert werden. 
Zuletzt sollte der für THPTS bisher nicht beschriebene, immunstiumulierende Effekt im Hinblick auf 
den möglichen therapeutischen Nutzen für erkrankte Patienten diskutiert werden.  
5 Materialien und Methoden  
5.1 Materialien 
5.1.1 Versuchstiere 
Der TierversuĐh „photodynamische Therapie (PDT) des Harnblasenkarzinoms mit dem neuen 
Photosensibilisator Tetrahydroporphyrin-Tetratosylat ;THPTSͿ iŶ eiŶeŵ ‘atteŶŵodell“ erfolgte uŶter 
Beachtung der gültigen gesetzlichen Vorschriften und wurde von der Landesdirektion Sachsen gemäß 
§ 8 des Tierschutzgesetzes genehmigt (Az.: TVV 47/11).  
Für die Versuche wurden weibliche Fischer Ratten (F344) genutzt, eine Inzuchtlinie die seit den 
1920er Jahren existiert und seither eine breite Anwendung in der Tumorforschung erfahren hat. Die 
Tiere sind relativ klein, haben eine kurze Generationszeit und sind immunkompetent [63]. Sie wurden 
von Charles River Laboratories (Sulzfeld, Deutschland) mit einem Gewicht zwischen 151 g und 175 g 




bezogen. Die Tiere wurden im Medizinisch-Experimentellen Zentrum (MEZ) der medizinischen 
Fakultät (Universität Leipzig) in Standardkäfigen zu je fünf Tieren und freiem Zugang zu Wasser und 
Futter untergebracht. Mittels Zeitschaltuhr wurde die Beleuchtung entsprechend eines natürlichen 
Tag-Nacht-Wechsels reguliert, die Raumtemperatur wurde konstant bei 20°C gehalten. Gewicht, 
Temperatur und Trinkvolumen jedes Tieres wurden bereits einige Tage vor Beginn der Experimente 
täglich gemessen, um eine Gewöhnung an das Handling und die durchführenden Personen zu 
erreichen. Während des Experimentes wurden diese Parameter weiterhin täglich erhoben und zur 
Beurteilung des Zustandes der Tiere verwendet um übermäßiges Leiden zu verhindern. Um 
Schmerzen während der Experimente zu minimieren wurde dem Trinkwasser eine prophylaktische 
Dosis von 40 mg/kg Körpergewicht des Schmerzmittels Tramadol hinzugefügt. Das Wasser wurde 
außerdem mit 2 % Glucose versetzt, um den Trinkanreiz für die Tiere zu erhöhen und so eine 
ausreichende Schmerztherapie sicherzustellen.  
5.1.2 AY-27 Urothelkarzinomzellen 
Zur orthotopen Induktion von Urothelkarzinomen wurde die Zelllinie AY-27 verwendet, welche 
ursprünglich durch Fütterung des Karzinogens FANFT (N-(4-[5-nitro-2-furyl]-2-thiazolyl)formamide) in 
Fischer Ratten erzeugt und in Zellkultur isoliert wurde [64]. Die Zellen wurden uns freundlicherweise 
von Prof. François Guillemin (Institut de Cancérologie de Lorraine, Universität Nancy, Frankreich) im 
Rahmen einer Kooperation zur Anzucht überlassen.  
5.1.3 Liste der Reagenzien 
Tabelle 1: Reagenzien 
Histochemie 
Reagenz Hersteller 
ϯ,ϯ͚-Diaminobenzidin  Sigma-Aldrich, Steinheim 
Aqua dest. Uniklinikum Leipzig 
BSA 1 % Sigma-Aldrich, Steinheim 
Dinatriumhydrogenphosphat/ Na2HPO4 Carl Roth, Karlsruhe 
DMSO Carl Roth, Karlsruhe 
Eosin alkoholisch Hollborn, Leipzig 
Ethanol abs. Hollborn, Leipzig 
Formalin 4 % Carl Roth, Karlsruhe 
Hämatoxylin nach Meyer Hollborn, Leipzig 
Kaliumchlorid/ KCL Carl Roth, Karlsruhe 
Kaliumdihydrogenphosphat/ KH2PO4 Carl Roth, Karlsruhe 
Milchpulver Carl Roth, Karlsruhe 
Natriumchlorid/ NaCl Carl Roth, Karlsruhe 
Streptavidin Horseradish Peroxidase Vector Laboratories, Orton Southgate, UK 
Target Retrieval Puffer pH 9 Dako, Hamburg 




TRIS Carl Roth, Karlsruhe 
TRITONX100 Carl Roth, Karlsruhe 
Wasserstoffperoxid/ H2O2 3 % Bio-Rad AbD Serotec, Puchheim 




EDTA Sigma-Aldrich, Steinheim 
FBS Biochrom, Berlin 
Glutamin Biochrom, Berlin 
RPMI 1690 Medium Biochrom, Berlin 




Glucose 2 % Carl Roth, Karlsruhe 
Ketamin WDT eG, Garbsen 
Natriumhydroxid/ NaOH VWR International GmbH, Darmstadt 
Salzsäure/ HCL VWR International GmbH, Darmstadt 
THPTS TetraPDT GmbH, Rackwitz 
Tramadol Grünenthal, Aachen, Deutschland 
Xylazin Bayer, Leverkusen 
 
Tabelle 2: Puffer und Lösungen 
Lösungen Rezeptur (je pro 1000 ml Aqua dest.) 
Blockinglösung DT-TBS  
3 % Milchpulver 
1 % BSA 
DMSO TRITON/ DT 8 ml DMSO 
2 ml TRITONX100 
PBS/ Phosphate Buffered Saline 10-fach 80,01 g NaCl 
15,6 g Na2HPO4 x 2H2O 
2,7 g KH2PO4 
2,01 g KCL 
TBS/ Tris Buffered Saline 10-fach 30,28 g TRIS 
87,66 g NaCl 
2,24 g KCL 
 
  




Tabelle 3: Verbrauchsmaterialien 
Material Hersteller 
18 Gauge Plastikkanüle  Becton Dickinson, Sandy, USA 
Augensalbe Artelac NighttimeGel Bausch + Lomb, Berlin 
Deckgläschen Menzel, VWR International GmbH, Darmstadt 
Enthaarungscreme Pilca, Bad Pyrmont 
Fettstift PAP Pen Immunotech, Frankreich 
Führungsdraht Arrow Int., Reading, USA 
Gleitgel Jelly K-Y, Johnson& Johnson, Sezanne, Frankreich 
Kulturflaschen T75 Sarstedt, Nümbrecht 
Mountex Medite, Burgdorf 
Objektträger Superfrost + Menzel, VWR International GmbH, Darmstadt 
Paraffin Thermo Fisher Scientific, Braunschweig 
 
Tabelle 4: Verwendete Geräte 
Gerät Hersteller 
Automated Cell Counter TC 10 Bio Rad, München 
Dampfgarer MultiGourmet Braun, Kronberg 
Einbettautomat DDM-P801 Medim, Gießen 
Kamera Olympus DP 25 Olympus, Hamburg 
Laser LAMI- Helios TetraPDT GmbH, Rackwitz 
Mikroskop Leica Diaplan Leitz, Wetzlar 
Mikrotom Rotary 3600 EM PFM Medical, Köln 
Objektiv PL Fluotar 100/1,32 Olympus, Hamburg 
Objektiv PL Fluotar 2,5/0,08 Olympus, Hamburg 
Objektiv PL Fluotar 40/0,70 Olympus, Hamburg 
Pipetten Eppendorf, Hamburg 
Sonografiegerät Venue 40 Ultrasound  
mit Linearschallkopf L8-18i-SC 
GE Healthcare, Solingen 
Wasserbad PFM Medical, Köln 
 
Tabelle 5: Verwendete Software 
Programm Hersteller 
CellSens Olympus, Hamburg 
GraphPad Prism GraphPad Software Inc., La Jolla, USA 
ImageJ U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA 
Microsoft Office Word,  
Excel, Powerpoint 2010 
Microsoft Corporation, Redmond, USA 
 
 




Tabelle 6: Verwendete Antikörper 
Rb = Kaninchen, Ms = Maus, MCT = Mastzelltryptase, RT = Raumtemperatur 
Primäre Antikörper 
Name/ Bestellnr. Verdünnung Ink.Temp  Spezies Hersteller 
Anti-CD3 / ab16669 1:100 4°C Rb monoklonal Abcam, Cambridge,UK 
Anti-CD34 / ab81289 1:600 4°C Rb monoklonal Abcam, Cambridge,UK 
Anti-CD4 / NBP1-19371 1:100 – 1:1300 4°C/ RT Rb monoklonal Novus, Littleton, USA 
Anti-CD45 / ab10558 1:750 RT Rb polyklonal Abcam, Cambridge,UK 
Anti-CD8 / ab93278 1:75 RT Rb monoklonal Abcam, Cambridge,UK 
Anti-Claudin 4 / ab15104 1:200 4°C Rb polyklonal Abcam, Cambridge,UK 
Anti-FOXP3 / ab22510 1:50 – 1:2000 4°C/ RT Ms monoklonal Abcam, Cambridge,UK 
Anti-Granzym B / ab4059 1:800 4°C Rb polyklonal Abcam, Cambridge,UK 
Anti-HLA-DR / ab175084 1:1000 4°C Rb polyklonal Abcam, Cambridge,UK 
Anti-MCT / M7052 1:200 4°C Ms monoklonal Dako, Hamburg 
 
 
   Sekundäre Antikörper 
Antigen / Bestellnr.  Verdünnung Spezies Hersteller 
anti Ms / BA-9200  1:400 Ziege Vector Laboratories, Orton Southgate, UK 
anti Rb / BA-1000  1:400 Ziege Vector Laboratories, Orton Southgate, UK 
 
 
   
5.2 Methoden 
5.2.1 Zellkultur AY-27 Zellen 
AY-27 Urothelkarzinomzellen der Ratte wurden bei -80°C in flüssigem Stickstoff gelagert. Zum 
Auftauen wurden die Zellen in ein 37°C warmes Wasserbad gegeben, in Anzuchtmedium (RPMI 1690) 
gelöst, bei 200xg abzentrifugiert und das Pellet dann in 1 ml Medium bei 37°C in T75 Kulturgefäße 
ausgesät. Das Nährmedium wurde mit 20 % fetal bovine Serum (FBS), Glutamin 200 mM und 1%iger 
Penicillin/Streptomycin-Lösung versetzt. Die Kultur wurde bei 37°C durchgeführt und bei einer 
Konfluenz von über 90 % wurden die Zellen in neue Gefäße passagiert. Hierzu wurden die Zellen 
zunächst mit EDTA 0,1 % in Phosphate buffered saline (PBS) mobilisiert und dann mittels Trypsin 
abgelöst, gewaschen, im Cell Counter TC 10 gezählt und in frischem Medium erneut ausgesät. Etwa 
zwei Stunden vor Verwendung im Tierversuch wurden die Zellen geerntet, gezählt und auf 4x106 
Zellen in PBS verdünnt. 
5.2.2 Aufbau des Tierversuchs 
Der Ablauf des Tierversuchs gliederte sich in zwei Phasen. An Tag 0 wurde die transurethrale 
Tumorinokulation durchgeführt und die Tiere dann für zehn Tage unter Standardbedingungen (s.o.) 
gehalten, so dass genügend Zeit für das Ausbilden von Urothelkarzinomen blieb. An Tag 10 wurde die 




transurethrale Therapie mit THPTS durchgeführt. Nach weiteren zwei Wochen wurden die Tiere an 
Tag 24 getötet und die Harnblasen entnommen (Abbildung 5). 
 
Abbildung 5: Übersicht Ablauf des Tierversuchs 
Oben: Ablaufschema des Tierexperiments über 24 Tage. Abbildung a zeigt narkotisierte Ratten mit 
einliegendem Blasenkatheter (vorne) bzw. während der Katheterisierung mit einem Führungsdraht (hinten) im 
Rahmen der Tumorinokulation. Die aufgemalten Ringe um die Schwanzwurzel dienen der eindeutigen 
Identifizierung des jeweiligen Tieres. b zeigt die Ultraschalluntersuchung an 5 Tieren einer Versuchsgruppe mit 
enthaartem Bauch in Narkose. In c ist ein zur Materialgewinnung getötetes und abdominal eröffnetes Tier mit 
gefüllter Blase (gelber Pfeil) abgebildet. 
5.2.2.1 Transurethrale Tumorinokulation 
Für die verlässliche Erzeugung von Harnblasentumoren innerhalb eines vertretbaren Zeitraums 
wurde die von Xiao et al. [65] beschriebenen Methode angewandt, welche bereits im Vorfeld der 
Versuche von Mitarbeitern des Forschungslabors Urologie Leipzig in Zusammenarbeit mit der, mit 
dem Versuchsaufbau bereits erfahrenen Arbeitsgruppe von Prof. Guillemin [66] in Nancy, Frankreich, 
erprobt wurde. Es handelt sich um ein orthotopes Harnblasen-Tumormodell mit welchem regelhaft 
multilokuläre Urothelkarzinome von unterschiedlicher Invasionstiefe erzeugt werden können. Durch 
die große Ähnlichkeit zu Urothelkarzinomen des Menschen eignet es sich gut zur Erforschung neuer 
Therapieansätze. 




Zur leichteren und schonenderen Injektion der intraperitonealen Anästhesie wurden die Tiere 
zunächst einzeln in eine Kammer gesetzt, die langsam mit einem Gasgemisch von 70 % CO2 und 30 % 
O2 zur Ultrakurzzeitnarkose geflutet wurde. Nach kurzer Zeit konnte eine vorübergehende 
Bewusstlosigkeit beobachtet werden. Daraufhin wurde das Tier herausgenommen, in Rückenlage mit 
leichter Kopfabwärtsneigung gehalten und von einem zweiten Experimentator mittels 
intraperitonealer Injektion von 90 mg/kg Körpergewicht Ketamin und 10 mg/kg Xylazin in 0,9%iger 
Kochsalzlösung anästhesiert. Da die Tiere in der Narkose leicht auskühlen, wurde der gesamte 
folgende Eingriff auf einer Wärmeplatte bei 30°C durchgeführt. Die Tiere wurden in Rückenlage auf 
der Wärmeplatte (30°C) platziert und die empfindlichen Augen mit Augensalbe vor Austrocknung 
geschützt. Eine Markierung erfolgte zur eindeutigen Identifikation im weiteren Versuchsverlauf 
mittels aufgemalter Ringe um die Schwanzwurzel. 
Um die intravesikalen Manipulationen möglichst kontrolliert durchführen zu können, wurde der 
Eingriff wenn möglich per Ultraschall (Venue 40 mit hochauflösendem Linearschallkopf L8-18i-SC) 
überwacht. Dazu wurde der Unterbauch der Tiere zunächst grob rasiert und dann mit 
handelsüblicher Enthaarungscreme enthaart. 
Die Harnblase wurde mittels einer 18 Gauge Plastikkanüle, unter Zuhilfenahme eines 0,64 mm 
Führungsdrahts und handelsüblichen Gleitgels, katheterisiert. Über den liegenden Katheter konnte 
zunächst überschüssiger Urin ablaufen. Daraufhin wurden die Harnblasen mittels Instillation von 
0,5 ml 0,1 N Salzsäure (HCL) über 15 Sekunden und nachfolgender Neutralisation mittels 0,5 ml 0,1 N 
Natriumhydroxidlösung (NaOH), ebenfalls über 15 Sekunden, präkonditioniert. Die 
Präkonditionierung diente der Schaffung einer diffusen Wundfläche, auf welcher die nachfolgend 
instillierten Tumorzellen anwachsen konnten [67]. Die NaOH-Lösung wurde abgelassen und die 
Harnblasen zweimal mit 0,5 ml PBS Pufferlösung ausgespült um Rückstände zu entfernen. Zur 
Vermeidung mechanischer Irritationen der Harnblase durch das häufige Einspülen und Ablassen von 
Flüssigkeit erfolgte dies mit einer niedrigen Geschwindigkeit von etwa 1-2 ml/min. 
Über den noch in der Harnblase liegenden Katheter wurde nun zunächst mit 0,5 ml der 
Tumorzellsuspension (4x106 Zellen/ml in PBS) gespült worauf 0,5 ml derselben Lösung für eine 
Stunde instilliert wurden, indem die Spritze mit der Suspension auf dem Katheter und der Katheter in 
situ belassen wurde. Nach einer Stunde Instillationszeit konnte der Katheter entfernt und die Tiere 
zum Aufwachen zurück in den Käfig gelegt werden. Die ersten beiden Tage nach dem Eingriff 
erhielten die Tiere zur besseren Nahrungsaufnahme in Wasser eingeweichtes Standardfutter.  




5.2.2.2 Transurethrale photodynamische Therapie 
An Tag 10 nach der Tumorinokulation konnte von ausreichendem Wachstum auch von 
muskelinvasiven Tumoren in 90-100 % der Tiere ausgegangen werden [65–67]. Für die transurethrale 
PDT wurden die Tiere analog zum Vorgehen in 5.2.2.1 anästhesiert und vorbereitet. In einigen Fällen 
konnten per Ultraschall bereits Tumoren in der Harnblasenwand dargestellt werden (vergl. Abbildung 
6). Das THPTS wurde je nach Anwendungsform am Tag des Versuchs in der entsprechenden 
Verdünnung und bei Dunkelheit vorbereitet, da es lichtempfindlich ist. 
Die Tiere wurden in die drei Gruppen lokale Applikation (LAG), systemische Applikation (SAG) und 
Kontrollgruppe (COG) eingeteilt und der Photosensitizer THPTS entsprechend appliziert. Der Versuch 
wurde jeweils bei minimaler Raumbeleuchtung durchgeführt um das THPTS nicht zu beeinträchtigen. 
In der LAG wurde die Harnblase zunächst zweimal mit 0,5 ml PBS und anschließend mit 0,5 ml 
100 µM THPTS-Lösung gespült. Dann wurden 0,5 ml 100 µM THPTS-Lösung verabreicht und für 2 
Stunden in Dunkelheit bei liegendem und mit der Injektionsspritze verschlossenem Katheter 
inkubiert. 
Den Tieren der SAG wurden mittels intravenöser Injektion in die Schwanzvene 5 mg/kg 
Körpergewicht THPTS in 0,5 ml 0,9%iger Kochsalzlösung verabreicht und ebenfalls für 2 Stunden bei 
Dunkelheit inkubiert. Die Kontrollgruppe wurde für 2 Stunden mit 0,5 ml PBS in der Harnblase 
inkubiert. 
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde in allen Gruppen erneut zweimal mit 0,5 ml PBS gespült um 
eventuelle THPTS-Rückstände und Urin zu beseitigen. Daraufhin wurde die Blase mit 0,5 ml PBS 
gefüllt und eine spezielle Glasfaser über eine Abdichtvorrichtung durch den Katheter in die Harnblase 
eingeführt. Die korrekte Positionierung der Faserspitze in der Blase wurde, wenn möglich, mittels 
Ultraschall überprüft. Die Glasfaser wurde mit dem Laser gekoppelt und ermöglichte die intravesikale 
Bestrahlung der Harnblase. Es erfolgte eine Bestrahlung der etwa 3,05 cm² großen Blasenoberfläche 
für 55 Sekunden mit einer Energie von 560 mW um eine angestrebte Lichtdosis von 10 J/cm² zu 
erreichen (vergl. Formel 1).  
Nach der Bestrahlung wurde der Katheter entfernt und die Tiere analog zum Vorgehen in 5.2.2.1 zum 
Aufwachen in den Käfig gelegt. 
 




Formel 1: Errechnung von Kugeloberfläche und Lichtdosis 
Bei Füllung der Harnblase mit dem gleichen Flüssigkeitsvolumen von 0,5 ml ergibt sich für jeden Versuch eine 
identische Bestrahlungsfläche von 3,05 cm². 
                          =>           =>                                                                
 
5.2.2.3 Materialentnahme und Fixation 
An Tag 24 nach Tumorinokulation wurden die Tiere einzeln in einer CO2-Kammer getötet. Die 
Harnblase der Tiere wurde freipräpariert, entnommen und ventro-medial von der Basis bis zum Apex 
eröffnet. Häufig waren die Tumoren bereits mit bloßem Auge gut sichtbar. In einigen Fällen fanden 
sich Blasensteine. Die Blasen wurden jeweils standardmäßig mit fünf Nadeln auf einem Stück Kork 
fixiert, vermessen und fotografiert (Abbildung 6). 
 
Abbildung 6: Vergleich Sonografie, Makroskopie und HE-Schnitt 
In der oberen Reihe ist ein, im HE-Schnitt (c) erkennbarer T1 Tumor abgebildet, der in der Sonografie (a) und der 
makroskopischen Untersuchung (b) des Gewebes nicht eindeutig zu erkennen ist. In der unteren Reihe zeigt sich 
neben dem Katheter, der zur Lagekontrolle dargestellt wurde, bereits ein deutlicher Tumor (weißer Pfeil) in der 
Sonografie (d), der in der Makroskopie (e) ebenfalls eindeutig zu erkennen ist (weißer Pfeil). Im HE-Schnitt stellt 
dieser Tumor sich als muskelinvasiver T2a Tumor (weiße Pfeile zeigen Invasionstiefe) mit apikaler Nekrose dar. 




Anschließend wurden die Proben über mindestens 12 Stunden in 4 % Formalin fixiert und dann 
mittels Einbettautomaten in einer aufsteigenden Alkoholreihe bis 100 % Ethanol zunächst 
entwässert. Durch Lösung in Xylol wurde der Alkohol entzogen und im nächsten Schritt das Gewebe 
mit flüssigem Paraffin bei 60°C infiltriert. Um eine homogene Antikörpermarkierung zu ermöglichen 
wurden möglichst alle Harnblasen einer Versuchsgruppe gemeinsam im selben Paraffinblock 
eingebettet (Abbildung 7). 
 
Abbildung 7: Herstellung eines Präparates aus mehreren Gewebeproben 
In a ist ein fast vollständig geschnittener Paraffinblock abgebildet, die Reste der entsprechenden Harnblasen 
sind mit Pfeilen markiert. In b sind zwei 7 µm Schnitte auf einen Objektträger aufgezogen und in c entsprechend 
mit HE angefärbt. Die Zahlen 83-87 stehen für die entsprechende Tiernummer, die Zahlen 916-922 stehen für 
die jeweilige Schnittnummer. 
5.2.3 Histologische Aufarbeitung 
5.2.3.1 Serienschnitt und HE-Färbung 
Aus den Paraffinblöcken wurden am Mikrotom Serienschnitte des gesamten Gewebeblocks von 7 µm 
Dicke (etwa 1500 Schnitte pro Block) angefertigt. Die Schnitte wurden aus einem Wasserbad auf 
Objektträger aufgezogen und über Nacht im Wärmeschrank bei 37°C getrocknet. Jeder zwanzigste 
Schnitt wurde mittels Hämatoxylin-Eosin-Färbung gefärbt, um eine Querschnittsevaluation der 
Tumorverteilung zu ermöglichen und interessante Stellen für weitere Untersuchungen mittels 
Immunhistochemie identifizieren zu können. 
Dazu wurden die Schnitte zunächst mittels Xylol und einer absteigenden Alkoholreihe bis hin zu 
destilliertem Wasser entparaffiniert, dann die Kerne mittels Hämatoxylin nach Meyer angefärbt und 
in Leitungswasser gebläut. Mit alkoholischem Eosin wurde das Zytoplasma gefärbt und dann die 
Präparate wieder in einer aufsteigenden Alkoholreihe bis Xylol entwässert. Abschließend wurden die 
Schnitte mit Deckgläschen und Mountex® eingedeckt. 




Die qualitative und quantitative Auswertung der HE-Schnitte wurde an einem Leica Diaplan 
Lichtmikroskop vorgenommen und Tumorinvasivität und Ausdehnung für jeden Schnitt anhand des 
in Tabelle 7 dargestellten vereinfachten TNM-Scores dokumentiert [Berndt-Paetz M, Schulze P et al., 
unveröffentlicht] (vergl. Abbildung 6). 
Tabelle 7: Vereinfachter TNM-Score nach TNM classification of malignant tumours, 8th edition [3] 
T Primärtumor 
T0 kein Nachweis von Tumor 
Ta nicht-muskelinvasives papilläres Karzinom 
Tis Carcinoma in situ, flache Neoplasie die die Basalmembran nicht durchdringt 
T1 Tumor infiltriert subepitheliales Bindegewebe 
T2 Tumor infiltriert Muskularis propria 
T2a Tumor dringt in oberflächliche Muskularis propria ein (innere Hälfte) 
T2b Tumor dringt tief in Muskularis propria ein (äußere Hälfte) 
T3 Tumor dringt in perivesikales Fettgewebe ein 
T4 Tumor infiltriert anderes Organ 
  
5.2.3.2 Immunhistochemie 
Das Prinzip der hier durchgeführten Immunhistochemie basiert auf dem indirekten Nachweis von 
Zielstrukturen im Gewebe, z.B. Proteinen, über Antigen-Antikörper Reaktionen mittels der labelled-
Streptavidin-Biotin Methode [68]. Dazu wird ein spezifisch gegen das gesuchte Epitop gerichteter 
primärer Antikörper verwendet, welcher von einem mehrfach biotinylierten sekundären Antikörper 
erkannt und gebunden wird. Enzymgekoppeltes Streptavidin bindet wiederum an das Biotin des 
sekundären Antiköpers. Da der sekundäre Antikörper mehrere Biotinmoleküle besitzt und jedes 
einzelne als Bindungsstelle für das enzymgekoppelte Streptavidin dient, kommt es zur Amplifikation 
des Färbesignals. Das Enzym reagiert mit einem Farbstoff und macht so die Zielstrukturen in der 
Lichtmikroskopie sichtbar (vergl. Abbildung 8). 
Repräsentative Schnitte wurden mit verschieden Antikörpern, die in Tabelle 6 aufgeführt sind, 
angefärbt. Initial wurden auch hier die Schnitte mittels Xylol und einer absteigenden Alkoholreihe bis 
hin zu destilliertem Wasser entparaffiniert. Die durch die Fixierung mit Formalin vernetzten Antigene 
wurden mittels einer Pufferlösung mit pH-Wert 9 (target retrieval buffer) und Erhitzen auf 100°C in 
einem handelsüblichen Dampfgarer für 20 Minuten demaskiert. Weitere 20 Minuten wurden die 
Objektträger zum Abkühlen bei Raumtemperatur in der Pufferlösung belassen. Nach Spülung mit PBS 
(10 Minuten) wurden die beiden auf einem Objektträger befindlichen Präparate separat mit einem 
Fettstift umrandet, um ein Vermischen der aufzutragenden Lösungen zu verhindern und später das 
gleichzeitige Anfärben mit unterschiedlichen primären Antikörpern zu ermöglichen. Es wurde mit TBS 




für 5 Minuten gespült und die endogene Peroxidase mit 3 % Wasserstoffperoxidlösung für 15 
Minuten geblockt. Nach dreimaligem Spülen mit TBS (je 5 Minuten) und Auftragen von DT-TBS für 
weitere 10 Minuten wurden mittels einer frisch hergestellten, proteinhaltigen Blocklösung (DT-TBS, 
3 % Milchpulver, 1 % BSA) unspezifische Bindungsstellen im Gewebe besetzt. Dies diente der 
Verhinderung der unselektiven Bindung des  primären Antikörpers, welche eine Beeinträchtigung des 
Färbeergebnisses zur Folge hätte. Nach 30 Minuten wurde die Blocklösung vom Gewebe entfernt 
und der primäre Antikörper in derselben Lösung verdünnt aufgetragen. Die Gewebeproben wurden 
über Nacht mit den primären Antikörpern inkubiert, je nach Antikörper bei 4°C oder bei 
Raumtemperatur (RT). Um Austrocknen vorzubeugen, wurden die Präparate hierzu in einer 
verschlossenen feuchten Kammer gelagert. 
Am folgenden Tag wurde der indirekte Nachweis der Antigen-Antikörper-Reaktion durchgeführt. Vor 
jedem neuen Schritt erfolgte eine dreimalige Spülung für je 10 Minuten mit TBS. Ein sekundärer 
biotinylierter Antikörper, welcher spezifisch an den primären Antikörper bindet, wurde aufgetragen 
und für eine Stunde auf dem Gewebe belassen. Nach Spülung wurde Streptavidin-gekoppelte 
Horseradish Peroxidase aufgebracht und für eine weitere Stunde auf dem Gewebe belassen. Das 
Streptavidin bildete mit dem Biotin des sekundären Antikörpers einen Komplex. Die auf diese Weise 
an den Antikörper gekoppelte Peroxidase wurde nun genutzt, um mit dem Farbstoff 
ϯ,ϯ͚-Diaminobenzidin (DAB) zu reagieren, welcher für etwa 5 Minuten mit dem Gewebe in 
Verbindung gebracht wurde. Nach weiteren Waschschritten wurde eine Gegenfärbung der Zellkerne 
mittels Hämatoxylin nach Meyer mit anschließendem Bläuen in Leitungswasser vorgenommen. Die 
gefärbten Schnitte wurden nun wieder in aufsteigenden Ethanolkonzentrationen entwässert und 
nach Einlegen in Xylol mit Mountex® und Deckgläschen eingedeckt. 





Abbildung 8: Antigen- Antikörper-Reaktion bei der labelled Streptavidin-Biotin Methode 
Bindung des primären Antikörpers (AK) an das gesuchte Epitop. Dieser wird vom biotinylierten sekundären 
Antikörper erkannt. Peroxidase-gekoppeltes Streptavidin bindet an die Biotinmoleküle, es kommt zur 
eŶzyŵatischeŶ UŵǁaŶdluŶg ǀoŶ 3,3‘-Diaminobenzidin (DAB) in einen braunen Farbstoff. 
 
5.2.4 Lichtmikroskopie und Auswertung 
Die Auswertung der histologischen Präparate erfolgte mittels Lichtmikroskopie. Es wurde ein Leica 
Diaplan Mikroskop verwendet. Für optimale Bildqualität wurde zunächst die Köhlersche Beleuchtung 
eingestellt: der Kondensor wurde unter dem Objekttisch zentriert und die Leuchtfeldblende maximal 
geschlossen. Der Abstand zwischen Kondensor und Objekttisch wurde bis zum Entstehen eines 
scharfen Bildes verstellt, das Bild wurde in der Gesichtsfeldmitte mit Hilfe der Zentrierschrauben 
eingestellt und die Blende gerade so weit geöffnet, dass sie nicht mehr zu sehen war [68]. 
Digitale Fotografien wurden mit einer an das Mikroskop gekoppelten Olympus DP 25 CCD-Kamera 
und der mitgelieferten Software CellSens aufgenommen. Es wurden drei Wege zur quantitativen 
Auswertung repräsentativer Schnitte beschritten: automatische Messung der Färbeintensität in (i) 
High Power Field-Aufnahmen einerseits und in (ii) kompletten Tumoranschnitten andererseits. In 
einigen Fällen wurde auch (iii) die manuelle Auszählung von gefärbten Zellen angewendet. 
Ein High Power Field (HPF) wurde als einen rechteckigen Bildausschnitt der Größe 212,3 µm mal 
159,3 µm unter Verwendung eines Luft-Objektivs mit 40-facher Vergrößerung definiert. Analog zum 
Vorgehen von Otto et al. [69] wurden Regionen mit der in der Übersicht höchsten Infiltration an 




gefärbten Zellen innerhalb des Tumorgewebes aufgesucht. Hier wurden 10 Aufnahmen gemacht und 
diese per Software weiter ausgewertet (s.u.). 
Außerdem wurden bei geringer Vergrößerung (2,5-fach) mit der Multiple Image Alignment (MIA) 
Funktion von CellSens Aufnahmen kompletter Tumoren angefertigt (Abbildung 10d) und diese 
ebenfalls einer Softwareanalyse zugeführt oder die gefärbten Zellen manuell ausgezählt. Die 
Anfertigung aller Aufnahmen erfolgte jeweils unter standardisierten Voreinstellungen für 
Beleuchtungsstärke, Aperturblende, Belichtungszeit, Weißabgleich und Lichtempfindlichkeit an 
Mikroskop und Kamera. 
5.2.4.1 Computergestützte quantitative Auswertung 
Zur Quantifizierung und zum Vergleich der immunhistochemischen Färbungen wurde mit der open-
source Software ImageJ [70] gearbeitet und die mit CellSens aufgenommenen Bilder ausgewertet. 
Die durch die Immunhistochemie gefärbten Areale wurden mit Hilfe von Colour Thresholds erkannt 
und gemessen. Das Bild wurde dazu anhand von festgelegten Parametern für die drei Dimensionen 
der Farbraums, Farbwert (Hue), Sättigung (Saturation) und Helligkeit (Brightness) in ein 
Schwarzweißbild überführt (Binarisierung) [71]. Die schwarz gefärbte Fläche entsprach dabei 
gefärbten Arealen bis zu einem vorher festgelegten  Helligkeits- und Sättigungsniveau und wurde nun 
als Prozentanteil des HPF gemessen. Je nach Färbung konnten 80-210 HPF pro Gruppe in die 
Auswertung einbezogen werden, deren Mittelwerte jeweils 8-21 Tumoranschnitten entsprechen 
(Abbildung 9) Um die große Menge an HPF-Aufnahmen zeitsparend zu bearbeiten, wurde ein ImageJ-
Macro, also ein automatisierter Arbeitsablauf, erstellt, mit welchem das Programm die einzelnen 
Arbeitsschritte ausführte (siehe Anlage 12.1).  
Ähnlich wurde mit den Aufnahmen der kompletten Tumoranschnitte verfahren, nur dass hier 
zunächst eine Region of interest (ROI) definiert wurde. Die ROIs wurden per Freihandauswahl 
festgelegt und umfassen jeweils den gesamten Tumor mit angrenzendem Immunzellsaum. Hier 
konnten 12-23 komplette Tumoranschnitte in die Auswertung eingeschlossen werden (Abbildung 9). 
Analog zu oben wurde dann mittels Colour Threshold und Binarisierung die prozentual gefärbte 
Fläche innerhalb der ROI errechnet. 





Abbildung 9: Methodik der quantitativen Auswertung von Immunzellen 
Ausgehend von einem Tumor wurde in MIA-Übersichtsaufnahmen (a)  per Hand eine ROI definiert, die den 
Immunzellsaum um den Tumor herum einschließt (türkise Linie). Die Aufnahme wurde anhand spezifischer 
Parameter für die drei Dimensionen des Farbraums (HSB) in Graustufen überführt und anschließend binarisiert, 
wodurch nur die mittels IHC gefärbten Anteile schwarz angezeigt und diese dann als Flächenanteil der ROI 
gemessen (b) werden. Für die HPF-Auswertung wurden 10 HPF (gelber Rahmen) innerhalb des Tumors 
fotografiert (c) komplett als ROI definiert und dann analog zu oben binarisiert und gemessen (d). 
5.2.4.2 Manuelle Quantifizierung 
Bei einigen Zelltypen war eine automatische Erkennung der gefärbten Zellen nicht sinnvoll, da sie 
sehr unterschiedliche Durchmesser hatten, granuliert waren oder selten vorkamen. Hier wurden die 
gefärbten Zellen mittels direkter Mikroskopie ausgezählt. Die Anzahl der Zellen wurde wieder auf die 
Fläche des entsprechenden Tumors, im jeweiligen Schnitt, bezogen. Die Flächen wurden analog zur 
oben beschriebenen Freihandauswahl als ROI definiert und in ImageJ gemessen.  
5.2.5 Statistische Auswertung 
Zum Vergleich der gemessenen Werte zwischen den drei Gruppen LAG, SAG und COG wurde der 





Ein P-Wert unter 0,05 wurde als signifikant erachtet. Zur Durchführung wurde die Software GraphPad 
Prism 6.05 für Windows verwendet. 
6 Ergebnisse 
Insgesamt wurden im Rahmen des Projekts mehrere Versuchsreihen mit unterschiedlichen 
Therapieregimen durchgeführt. Da die Methoden unter Verwendung von THPTS noch etabliert 
werden mussten, wurde der Effekt von unterschiedlichen Lichtdosen zwischen 10 J/cm² und 60 
J/cm², von unterschiedlichen Applikationsformen des THPTS, lokal und systemisch, sowie der Einfluss 
einer unterschiedlichen Gesamtdauer des Versuchs auf Tumortake und Therapieerfolg untersucht. 
6.1 Charakterisierung der Versuchsgruppen 
Die vorliegende Arbeit beschäftigte sich vorrangig mit der vergleichenden Evaluation von 
immunstimulierenden Effekten der PDT bei einer Lichtdosis von 10 J/cm² und einer Versuchsdauer 
von 24 Tagen. Verglichen wurde die lokale (LAG, n=10) und die systemische (SAG, n=6) THPTS 
Applikation mit einer Kontrollgruppe (COG, n=10) ohne THPTS mit äquivalenter Bestrahlung. 
Makroskopisch zeigte sich in der LAG in 6/10 Harnblasen ein Tumor, in der SAG in 4/6 und in der COG 
in 9/10 (vergl. Abbildung 10). Mikroskopisch konnte anhand von Serienschnitten in HE Färbung bei 
jedem Tier der genannten Gruppen ein invasiver Tumor nachgewiesen werden (vergl. Tabelle 8). Zur 
standardisierten Bewertung der Tumorinvasivität wurde die T-Klassifikation des TNM-Score 
verwendet (vergl. Tabelle 7). Die Verteilung der Tumorinvasivitäten auf die Gruppen ist Tabelle 9 zu 
entnehmen. 
Für die quantitative Auswertung wurden Tumoranschnitte mit einem T-Stadium von mindestens T1 
verwendet. Aufgrund der nahezu 100%igen genetischen Übereinstimmung der Inzucht-Ratten 
untereinander und der Verwendung von identischen Zellklonen zur Tumorinokulation wurde eine 
Vergleichbarkeit der Tumoranschnitte untereinander, unabhängig vom Tier aus dem sie stammen, 
vorausgesetzt. Das multilokuläre und teilweise konfluierende Wachstum der Tumoren macht eine 
Abgrenzung und eindeutige Zuordnung einzelner Tumoren praktisch unmöglich, so dass alle 
Tumoranteile auf demselben Schnitt als ein Tumor behandelt wurden. Die Zahl der eingeschlossenen 
Tumoranschnitte variiert aufgrund technischer Gegebenheiten für die verschiedenen Antikörper und 







Abbildung 10: Makroskopie im Vergleich mit mikroskopischem MIA 
a - c zeigen das Vorgehen zur Vermessung der makroskopischen Ausdehnung eines Tumors in der fixierten Blase 
von Tier 49: In a wird die Gesamtfläche (2,430 cm²) und in b der Tumoranteil (1,579 cm²) per 
Freihandmarkierung ermittelt (gelbe Linie). c zeigt die ImageJ Fenster mit Messwerten und ROI Verwaltung. In d 
ist eine MIA Aufnahme eines mit Anti CD3 gefärbten Tumoranschnitts abgebildet. Die rote Linie in a zeigt die 
ungefähre Schnittebene von d an. Die weißen Pfeile in b zeigen die Einstichlöcher der Nadeln für das 







Tabelle 8: Charakterisierung der Tumoren in den einzelnen Tieren 
Tier-Nr. Gruppe 
Makroskopische Ausdehnung in % der 
Blasenoberfläche 





50 3,4 T2a 
51 nicht abgrenzbar T1 
52 nicht abgrenzbar T1 
53 nicht abgrenzbar T1 
83 6,5 T2a 
84 nicht abgrenzbar T1 
85 11,0 T3 
86 3,4 T1 




60 nicht abgrenzbar T1 
61 nicht abgrenzbar T1 
62 51,1 T2a 
63 7,3 T1 




55 nicht abgrenzbar T1 
56 32,1 T3 
57 35,0 T2b 
58 59,7 T3 
65 4,6 T2b 
66 7,7 T1 
67 1,5 T1 
68 51,4 T3 
70 29,5 T2a 
 
Tabelle 9: Verteilung der maximalen Tumorstadien auf die Gruppen 
  T1 T2a T2b T3 
LAG 5 2 2 1 
SAG 3 1 2 0 







6.2.1 Qualitative Färbeergebnisse 
Mit dem CD3, CD8 und CD45 Antikörper wurde jeweils eine starke, membranöse Färbung von Zellen 
beobachtet, die in größeren Gruppen am Invasionsrand der Tumoren lagen und in kleinerer Anzahl 
auch im Tumorstroma häufig nachgewiesen werden konnten (Abbildung 11). 
Ein HLA-DR positives (+) Signal fand sich sowohl innerhalb der Tumoren, als auch am Invasionsrand. 
Insgesamt zeigte sich ein membranöses, eher diffuses Färbemuster. Die Antikörper zur Detektion von 
Granzym B und Mastzelltryptase (MCT) zeigten ein granuläres Färbemuster mit einzelnen großen 
Zellen. Die MCT+ Zellen fanden sich vorrangig an der Basis der Tumoren und im Bindegewebe, die 
Granzym B+ Zellen wurden häufig im Urothel und im Tumor nachgewiesen (Abbildung 12). 
Der Antikörper gegen CD34 bewirkte eine membranöse Färbung vor allem von Gefäßendothelien. 
Starke Färbeintensitäten zeigten sich an der Tumorbasis aber auch gleichmäßig innerhalb der 
Tumoren bis hin zur Oberfläche. Die Gefäße sind gefüllt mit Erythrozyten und Leukozyten, es konnte 
keine Okklusion von Gefäßen beobachtet werden (Abbildung 13).  
Das Tight Junction-Protein Claudin 4 zeigte eine starke, diffus interstitielle Färbung in intaktem 
Urothel und auch innerhalb der Tumoren (Abbildung 14). 
FOXP3 und CD4 zeigten bei der Etablierung des Färbeprotokolls viel diffuse Hintergrundfärbung und 
zu geringes Vorkommen eindeutig angefärbter Zellen für die Quantifizierung. Daher konnten diese 
Antikörper nicht in die Auswertung aufgenommen werden. 
Eine Übersicht über die Zielstrukturen der einzelnen Antikörper wird in Tabelle 10 gegeben. 
Tabelle 10: Zielstrukturen der verwendeten Antikörper 
Antikörper Gefärbte Struktur Markierter Zelltyp 




CD4 CD4-Membranprotein T-Helferzellen, Monozyten Makrophagen 
CD45 CD45-Membranprotein Alle Leukozyten 
CD8 CD8-Membranprotein Zytotoxische T-Zellen 
Claudin 4 Membranprotein in Tight Junctions Epithelien/ Urothel 
FOXP3 Transskriptionsfaktor im Zellkern Regulatorische T-Zellen 
Granzym B Intrazelluläres, vesikuläres Protein NK-Zellen, Zytotoxische Zellen 
HLA-DR RT1 Da, MHC II Membranprotein Antigen-präsentierende Zellen 






Abbildung 11: Färbebeispiele Übersichten und Nahaufnahme 
a, c und e zeigen Übersichtsaufnahmen der IHC mit dem jeweils im Bild genannten Antikörper. In a und c 
handelt es sich jeweils um einen T1 Tumor, in e ist ein T2a-Tumor abgebildet. Es zeigt sich eine deutlich 
geclusterte Färbung am Invasionsrand der Tumoren (schwarze Pfeile). Auch innerhalb des Tumorstromas finden 
sich regelmäßig Immunzellen (Kreis) teilweise ebenfalls in Clustern. Neben der Übersicht ist jeweils eine starke 
Vergrößerung des Färbeergebnisses mit demselben Antikörper auf zellulärer Ebene abgebildet (b, d, f). Die 
Zellmembranen von Lymphozyten sind braun gefärbt, Zellkerne blau. In direkter Umgebung der gefärbten Zellen 
befinden sich Tumorzellen (gelbe Pfeile). Vergrößerung: a, c und e 25-fach, b, d und f 1000-fach, e ist digital per 






Abbildung 12: weitere Färbebeispiele 
Hochaufgelöste Aufnahmen mittels IHC gefärbter Zellen im Tumorstroma, der jeweilige Antikörper ist im Bild 
genannt. Die Zellmembranen von APCs (a), sowie Granula in Zytotoxischen Zellen (b) und Mastzellen (c) sind 
braun gefärbt, Zellkerne blau. In direkter Umgebung der mittels ICH braun angefärbten Zellen befinden sich 






Abbildung 13: Immunhistochemische Färbung von CD34 
Vergleich des Gefäßstatus eines T1 Tumors (a) mit einem muskelinvasiven T2b Tumor (b). CD34 erscheint nach 
IHC braun, Zellkerne blau. Beide Tumoren weisen eine gute Versorgung mit großkalibrigen Gefäßen an der 
Tumorbasis (ovale Markierung in a bzw. in Vergrößerung Pfeil in d), sowie regelmäßig verteilte (Pfeile in c) und 
mit Erythrozyten gefüllte Mikrogefäße (* in e und f) im gesamten Tumorstroma auf. Vergrößerung: a und b 25-






Abbildung 14: Immunhistochemische Färbung von Claudin 4 
Vergleich des Vorkommens von Tight Junctions in einem T1 Tumor (a) und einem muskelinvasiven T2b 
Tumor (b). Claudin 4 erscheint nach IHC braun, Zellkerne blau. Beide Tumoren weisen Tight Junctions auf, leicht 
verstärkt im apikalen Bereich. In c ist nicht-neoplastisches Urothel (*) zum Vergleich der normalen 
Färbeintensität abgebildet. Bei starker Vergrößerung (e und f) lässt sich die Anreicherung deutlich dem 
Interzellularbereich zwischen den Tumorzellen zuordnen (Pfeile). Vergrößerung: a und b 25-fach, c und d 100-





6.2.2 Quantitative Auswertung 
In der Evaluation der HPF-Aufnahmen zeigten sich Unterschiede im Auftreten von Immunzellen im 
Vergleich der Gruppen. Immunhistochemische Färbungen mit den Antikörpern gegen CD3, CD45, 
CD8 und HLA-DR wurden mit dieser Methode ausgewertet. In 10 HPF pro Gewebeprobe wurde der 
jeweilige gefärbte Flächenanteil gemessen und das arithmetische Mittel daraus gebildet. Die 
Mediane aller Mittelwerte pro Gruppe wurden mit dem parameterfreien Kruskal Wallis Test auf 
Unterschiede uŶtersuĐht uŶd ŵit DuŶŶ͛s post-hoc test wurden die Gruppen jeweils in paariger 
Gegenüberstellung verglichen. 
Für CD3 zeigte sich ein signifikanter Unterschied (p=0,0067) der Mediane, mit einem Anstieg 
positiver Zellen bei der systemischen Gabe von THPTS im Vergleich zu den anderen beiden Gruppen 
(p<0,05). In den Auswertungen von HLA-DR und CD45 konnte ebenfalls ein Trend zu mehr 
Zellinfiltration in der SAG anhand der deutlich erhöhten Medianwerte nachgewiesen werden, 
allerdings gab es hier keine messbare Signifikanz. Im Vergleich zwischen LAG und COG zeigten sich 
für diese drei Antikörper praktisch keine Unterschiede der Immunzelldichte. Die Auswertung der 
CD8+ Zellen zeigte keinen Unterschied zwischen den Gruppen, es scheint jedoch mehr CD8+ Zellen in 
der Kontrollgruppe im Vergleich zu den Therapiegruppen zu geben (vergl. Abbildung 15). 
 
 
Abbildung 15: Ergebnisse der HPF Auswertung 
Statistische Auswertung der HPF Aufnahmen. Auf der y-Achse ist jeweils die durchschnittliche mit IHC gefärbte 
Fläche im Tumor abgetragen, auf der x-Achse die drei verglichenen Gruppen. Dargestellt ist die Interquartil-
range mit Median (Box), die Whiskers kennzeichnen 10. und 90. Perzentile. Bis zu 4 Datenpunkte (Ausreißer) 







In der Auswertung der kompletten Tumoraufnahmen inklusive Immunzellsaum wurde ebenfalls ein 
signifikanter Unterschied (p=0,038) festgestellt, mit deutlich erhöhter Zellzahl der CD3+ Zellen in den 
Tieren, die eine systemische THPTS-PDT erhalten hatten, gegenüber LAG und COG (p<0,05). Für CD8+ 
Zellen konnte in der Übersichtsauswertung im Kruskal-Wallis Test ein signifikanter Unterschied der 
Zelldichten festgestellt werden (p=0,0386), im post-testing der einzelnen Gruppen zeigten sich dann 
jedoch keine signifikanten Unterschiede mehr. Die Tendenz deutet jedoch klar auf eine verminderte 
Zellzahl in der LAG im Vergleich zu den beiden anderen Gruppen hin. Die Auswertung der kompletten 
Tumoren mit dem CD45 Antikörper wiederum ergab keine deutlichen Unterschiede zwischen den 
Gruppen (Abbildung 16). 
 
 
Abbildung 16: Ergebnisse der Übersichtsauswertung 
Statistische Auswertung der Übersichtsaufnahmen. Auf der y-Achse ist jeweils die durchschnittliche mit IHC 
gefärbte Fläche im Tumor inklusive Invasionsrand abgebildet, auf der x-Achse die drei verglichenen Gruppen. 
Dargestellt ist die Interquartil-range mit Median (Box), die Whiskers kennzeichnen 10. und 90. Perzentile. Bis zu 
4 Datenpunkte (Ausreißer) pro Gruppe sind zur übersichtlicheren Darstellung nicht abgebildet. Die Balken zeigen 






In der manuellen Auszählung von Granzym B+ Zellen im Tumor sieht man ebenfalls einen 
signifikanten Anstieg in der SAG gegenüber der LAG (p<0,05) während die Werte der COG hier in der 
Mitte liegen und sich daher nicht signifikant von den anderen beiden Gruppen abgrenzen lassen. Eine 
weitere Auswertung von Granzym B+ Zellen im gesunden Urothel zeigte allerdings keine signifikanten 
Unterschiede zwischen den verschiedenen Gruppen. Die manuelle Auswertung von MCT+ gefärbten 
Zellen im Tumor blieb ohne signifikante Unterschiede (Abbildung 17). Vergleiche auch Tabelle 11 für 
genauere Daten zur Auswertung. 
 
 
Abbildung 17: Ergebnisse manuelle Auszählung 
Statistische Auswertung der manuell ausgezählten Zellen nach Färbung mit Mastzelltryptase und Granzym B. 
Auf der y-Achse ist jeweils die durchschnittliche mit IHC gefärbte Zellzahl abgebildet, auf der x-Achse die drei 
verglichenen Gruppen. Dargestellt ist die Interquartil-range mit Median (Box), die Whiskers kennzeichnen 10. 
und 90. Perzentile. Bis zu 4 Datenpunkte (Ausreißer) pro Gruppe sind zur übersichtlicheren Darstellung nicht 







Tabelle 11: Statistische Daten der Kruskal-Wallis Testung 
*=signifikanter Unterschied der verglichenen Gruppen 
 








Ränge P Wert 
CD3  
HPF 
LAG 13 0,53 0,97 0,97 16,62 
0,0067* SAG 10 2,24 3,63 3,45 30,60 
COG 17 1,02 1,17 1,28 17,53 
CD8  
HPF 
LAG 12 0,88 2,19 2,82 15,08 
0,0688 SAG 8 1,83 1,87 0,83 17,25 
COG 19 2,81 3,09 1,70 24,26 
CD45 
 HPF 
LAG 11 0,43 2,37 3,98 14,27 
0,1605 SAG 8 2,43 2,34 1,37 23,38 
COG 16 1,36 1,44 1,02 17,88 
HLA-DR 
HPF 
LAG 12 0,17 0,22 0,17 14,83 
0,1067 SAG 7 0,37 0,69 0,78 25,71 
COG 18 0,24 0,36 0,38 19,17 
CD3 
Übersicht 
LAG 13 0,22 0,81 1,70 16,38 
0,0038* SAG 12 1,15 2,29 2,16 33,33 
COG 20 0,36 0,72 0,76 21,10 
CD45 
Übersicht 
LAG 13 0,68 1,47 1,73 22,35 
0,7214 SAG 12 0,99 2,48 3,09 26,63 
COG 22 0,92 1,54 1,80 23,55 
CD8 
Übersicht 
LAG 12 1,08 1,20 0,87 15,08 
0,0386* SAG 11 2,22 2,65 1,79 27,64 
COG 23 1,81 2,42 1,74 25,91 
GrzB 
Tumor 
LAG 15 9,86 16,56 20,14 20,27 
0,0454* SAG 15 26,84 31,17 24,64 34,27 
COG 23 16,72 20,14 13,95 26,65 
 
Es konnte Anhand der Messwerte in CD3 Übersichtsaufnahmen keine Korrelation zwischen der 
Größe des Tumoranschnitts und der Anzahl der assoziierten Immunzellen (Pearsons r = -0,177265) 
gefunden werden. Es gibt lediglich eine schwache Tendenz zu niedrigeren Immunzellzahlen bei 
größerer Tumorfläche, was sich jedoch über die höhere Konzentration von Immunzellen am 
Invasionsrand erklären lässt, der ja bei größerer Gesamtfläche des Tumoranschnitts im Verhältnis 
kleiner wird. Auch eine Korrelation zwischen TNM-Stadium und Ausprägung der Immunzelldichte im 






Im folgenden Abschnitt werden zunächst die Rationale und der Arbeitsprozess hinter der 
spezifischen Antikörperauswahl skizziert und die damit erreichten Ergebnisse im Hinblick auf eine 
mögliche klinische Relevanz diskutiert. Abschließend wird auf einige Schwierigkeiten im 
Zusammenhang mit der Durchführung der Experimente eingegangen. 
7.1 Auswahl der Antikörper 
Bei der Auswahl der Antikörper zur Untersuchung immun-stimulierender Effekte der THPTS-PDT 
orientierten wir uns an dem von Galon und Kollegen entwickelten Immunscore [72, 73]. Sie konnten 
im kolorektalen Karzinom zeigen, dass die Immune contexture eines Tumors einen größeren Einfluss 
auf das Outcome hat, als die aktuell zum Staging verwendete TNM Klassifikation [74]. Der Begriff 
Immune contexture beschreibt hierbei die Art, Dichte, Funktion und Verteilung der Immunzellen im 
Tumor [75]. Bei der Entwicklung des Scores wurden CD3, CD8, Granzym B und CD45RO Antikörper 
verwendet [73], von welchen wir die ersten drei analog verwendeten. Lediglich der sehr spezifische 
CD45RO Antikörper wurde durch einen weniger spezifischen CD45 Antikörper ersetzt. Mit diesen vier 
Antikörpern wurden verschiedene Untergruppen von Lymphozyten angefärbt [76]. Die Etablierung 
funktionierender Färbeprotokolle für FOXP3 und CD4, welche weitere Untergruppen von 
Lymphozyten darstellen, ist im Rattengewebe leider nicht gelungen. 
Um weitere Aussagen über die Immunreaktion nach THPTS-PDT treffen zu können, verwendeten wir 
außerdem einen Antikörper der sich gegen das RT1-Da Antigen (welches spezifisch durch den HLA-DR 
Antikörper gebunden wird), ein Major Histocompatibility Complex Class II (MHC II) Molekül, richtet. 
Dieses ist vor allem auf Antigen-präsentierenden Zellen (APC) zu finden [76], welche die wichtige 
Verbindung darstellen zwischen der durch PDT vermittelten Freisetzung von DAMPs und der 
adaptiven Immunantwort, repräsentiert durch T-Zellen [77]. 
Ein Antikörper gegen Mastzelltryptase wurde verwendet, um auch das angeborene Immunsystem 
und den Einfluss der PDT darauf zu repräsentieren. Außerdem wurden Mastzellen bereits als 
prognostischer Marker für Tumorerkrankungen identifiziert [78, 79]. 
Mit einem Antikörper gegen CD34 wurden Endothelzellen markiert [76], um Aussagen über den 
Gefäßstatus der Tumoren treffen zu können und einen Anti-Claudin 4 Antikörper nutzten wir, um 
Tight Junctions im Tumor nachzuweisen [80], was vermutlich eine Rolle bei der parazellulären 





7.2 Vermehrtes Auftreten von Antigen präsentierenden Zellen 
Die vermehrte Färbung des MHC II Moleküls RT1-Da (strukturgleiches Rattenepitop) mittels des HLA-
DR Antikörpers in der SAG spricht für eine erhöhte Zahl von APC in dieser Versuchsgruppe [76]. Vor 
allem die Dendritischen Zellen (DC), eine professionelle APC, spielen in diesem Zusammenhang eine 
wichtige Rolle. Durch Aufnahme von DAMPs durchlaufen diese einen Reifungsprozess, MHC II 
Moleküle werden den T-Zellen präsentiert und es kommt zur spezifischen Immunreaktion gegen das 
Tumorantigen [8]. Dieser Effekt wurde bereits als wichtige Grundlage für die PDT-vermittelte 
Immunreaktion identifiziert [18] und wurde auch als Teil der Wirkweise der BCG-Therapie des 
Urothelkarzinoms beschrieben [11]. 
Wir gehen davon aus, dass die THPTS-PDT durch die Zerstörung von Tumorzellen zur Freisetzung von 
DAMPs führt. Diese werden aufgenommen, prozessiert und auf MHC II Molekülen den T-Zellen 
präsentiert, was eine spezifische Immunreaktion hervorruft. Dies lässt sich gut mit den erhöhten 
Messwerten für T-Zellen (CD3+, s.u.) vereinbaren, die durch die DCs aktiviert werden und letztlich als 
zytotoxische T-Zellen den Tumor bekämpfen. 
Das vermehrte Auftreten in der SAG spricht dafür, dass das THPTS durch das Gefäßsystem besser in 
die Tumoren gelangt als bei lokaler Applikation. Die kräftige Färbung von Gefäßendothelien mittels 
Anti-CD34 einerseits sowie von Tight Junctions mittels Anti-Claudin 4 andererseits, liefert 
diesbezüglich einen Erklärungsansatz: Die Tumoren erscheinen vor allem an der Basis, also dem 
Invasionsrand des Tumors, gut vaskularisiert (Abbildung 13). Gerade hier sammeln sich massenhaft 
Immunzellen durch die Inflammation, was eine Aufnahme von DAMPs und deren Präsentation durch 
DC wahrscheinlicher macht. Gleichzeitig sind im gesamten Tumor, genauso wie im angrenzenden 
gesunden Urothel, Tight Junctions eindeutig nachweisbar (Abbildung 14). Bei intakten Tight Junctions 
und lokaler Applikation ist vermutlich die Wirkung des THPTS in der Tiefe eingeschränkt, da die 
parazelluläre Diffusion des Moleküls nicht möglich ist [80] und die Aufnahme des wasserlöslichen 
THPTS in Zellen mittels aktiver Prozesse erfolgt [57, 81], das Molekül also auch nicht durch die Zellen 
hindurch in tiefere Schichten gelangen kann. Dieser Zusammenhang könnte die verminderte 
immunstimulatorische Wirkung der lokalen im Vergleich zur systemischen Applikation des THPTS 
erklären. 
Die Gefäße erscheinen darüber hinaus mit Blutbestandteilen gefüllt, ein Verursachen von 






7.3 Aktivierung des adaptiven Immunsystems durch erhöhte T-Zellzahl 
Der deutlichste immunstimulierende Effekt zeigte sich in der Auswertung der CD3+ Färbungen. Hier 
konnte sowohl in der HPF als auch in der Übersichtsauswertung eine signifikante Erhöhung der 
Zellzahlen in der SAG gegenüber den anderen beiden Gruppen gemessen werden. CD3 ist ein 
Oberflächenmarker der auf allen T-Lymphozyten vorkommt [76] und deutet somit auf eine, durch die 
systemische THPTS-PDT bewirkte, vermehrte Infiltration mit T-Zellen hin. Diese Theorie wird 
unterstützt durch den ebenfalls sichtbaren Anstieg der CD45+ Zellen in der SAG, welcher neben den 
T-Lymphozyten auch B-Zellen, Granulozyten, Monozyten und Makrophagen anfärbt [76, 82]. Das 
ähnliche Verteilungsverhältnis positiver Zellen in den einzelnen Gruppen spricht dafür, dass die 
Immunreaktion in der SAG vor allem durch Lymphozyten, also den adaptiven Teil des Immunsystems, 
repräsentiert ist. Dieses Ergebnis ist gut vereinbar mit der gängigen Auffassung, wonach der 
immunstimulierende Effekt von PDT erst nach einigen Tagen zu messen ist [36], durch eine adaptive 
Immunantwort entsteht [53] und auch zuständig für Langzeitimmunität ist [35]. 
Zusätzlich untermauert wird diese These durch die unveränderte Mastzellkonzentration zwischen 
den Gruppen, welche als Repräsentanten der innaten Immunität bestimmt wurden. Es lässt sich 
jedoch nicht ausschließen, dass THPTS-PDT auch einen Einfluss auf das angeborene Immunsystem 
hat, wie von einigen Autoren für andere PS beschrieben [9, 54], da durch den relativ späten Zeitpunkt 
der Probengewinnung eine Aktivierung der innaten Immunabwehr vermutlich bereits abgelaufen 
war.  
7.4 Möglicher positiver Einfluss auf die Prognose durch CD3-Anstieg 
Der positive Zusammenhang zwischen hoher Lymphozytenkonzentration, also CD3+ Zellen, und einer 
verbesserten Prognose wurde bereits häufig und für verschiedene solide Tumoren beschrieben, die 
von Fridman und Kollegen zusammengefasst wurden [83]. Auch für das Urothelkarzinom wurde 
dieser Effekt beim Menschen nachgewiesen. Bereits 1992 zeigten Lipponen und Kollegen, mit 
einfachen histologischen Mitteln, einen Zusammenhang zwischen der Anzahl von Tumor 
Infiltrierenden Lymphozyten (TIL) und der Prognose bei Blasenkrebs. Eine hohe Anzahl von TIL 
wurden in invasiven und schnell proliferierenden Tumoren als positiver prognostischer Marker 
erkannt, während in oberflächlichen Tumoren ein negativer Einfluss auf die Prognose nachgewiesen 
werden konnte [84].  
Auch unter Anwendung moderner Methoden wurde der Zusammenhang zwischen CD3+ TIL und der 





Patienten mit Urothelkarzinom unterschiedlicher Invasionstiefe (T1-T4) und konnten einen Trend zu 
längerem Überleben bei höherer CD3+ Konzentration in den Tumoren feststellen [85]. In die Arbeit 
von Sjödahl et al. wurden 296 Patienten mit Urothelkarzinom unterschiedlichen Stadiums und jeweils 
stadiengerechter Vorbehandlung eingeschlossen. Die Gewebeproben entstammten einer 
transurethralen Resektion (TUR-B). Es zeigte sich ein positiver Effekt von hohen CD3+ TIL auf die 
Prognose von muskelinvasiven Tumoren [86]. Otto und Kollegen untersuchten 60 Gewebeproben 
oberflächlicher Urothelkarzinome (T1) aus transurethraler Resektion und konnten eine signifikante 
Erhöhung des krebsspezifischen Überlebens bei hoher CD3+ Konzentration innerhalb des 
Tumorgewebes nachweisen [69]. Dagegen beschreiben Ingels und Kollegen ein besseres Überleben 
im Zusammenhang mit erhöhter CD3+ Zellzahl im Invasionsrand von 20 muskelinvasiven Tumoren 
nach TUR-B [87]. 
Neben der Art des verwendeten Probenmaterials, der Invasivität der Tumoren und der Art der 
Vorbehandlungen haben vermutlich auch molekulare Unterschiede in den Tumoren Einfluss auf den 
prognostischen Wert der CD3+ Infiltration [86]. Nichtsdestotrotz herrscht Einigkeit darüber, dass 
CD3+ TIL eine positive Rolle in der Prognose einer Krebserkrankung spielen können, was angesichts 
der Beeinflussbarkeit der CD3+-Zellzahl mittels THPTS-PDT eine Möglichkeit für adjuvante 
Tumortherapie eröffnet.  
7.5 Wirkung der THPTS-PDT auf zytotoxische Zellen 
Auch auf zytotoxische Zellreihen scheint die systemische THPTS-PDT einen Effekt zu haben. Das CD8-
Antigen wird in der Regel auf zytotoxischen T-Zellen und in geringem Maße auf Natural Killer (NK) 
Zellen exprimiert [76], welche als die Haupteffektoren der anti-Tumor Immunität [88] und der PDT-
vermittelten Immunreaktion eingeordnet werden [36]. Darüber hinaus handelt es sich bei CD8+ 
Zellen um eine Untergruppe der CD3+ und CD45+ Zellen, für welche andere Autoren in der Regel eine 
starke positive Korrelation nachweisen konnten und folglich auch einen positiven prognostischen 
Wert für Tumoren mit hohen Zahlen von CD8+ TIL [85, 87, 89, 90].  
Das Vorkommen von CD8+ T-Zellen zeigt sowohl in der Übersichtsauswertung als auch in den HPF- 
Aufnahmen eine klare Tendenz zu mehr CD8+ Zellen bei systemischer THPTS Applikation im Vergleich 
zur lokalen Anwendung. Allerdings finden sich auch in der Kontrollgruppe ähnlich viele bzw. mehr 
CD8+ Zellen als bei systemischer Therapie. 
Eine Erklärung dafür könnte die Zerstörung von CD8+ Zellen durch lokale THPTS Applikation sein. Es 





immunsuppressiv wirken kann [91]. Besonders aktivierte T-Zellen werden durch PDT auch 
geschädigt, wie Casas und Kollegen in Mäuselymphozyten zeigen konnten [92]. Möglicherweise 
wurde durch die relativ höheren Konzentrationen von THPTS in der Zellumgebung bei lokaler 
Applikation genau dieser Mechanismus ausgelöst, wohingegen er bei der systemischen Applikation 
durch die langsamere Aufnahme aus dem Blut weniger stark wirken konnte. Ob sich dieser Effekt 
wiederum nachteilig auf die Prognose der Patienten auswirken kann, muss in weiteren Studien 
geklärt werden.  
Ein anderer Typ zytotoxischer Zellen, die NK-Zellen, die hier mittels Granzym B markiert wurden, 
scheint wiederum durch systemische THPTS-PDT verstärkt angelockt zu werden. Ihr Vorkommen ist 
in der SAG im Vergleich zur LAG signifikant erhöht. NK-Zellen sind in der Lage mutierte Zellen zu 
erkennen und zu eliminieren und sie produzieren außerdem immunstimulierende Zytokine [93], die 
wiederum Einfluss auf Migration und Maturation von DC nehmen, und so auch die T-Zell-Reifung 
beeinflussen [94]. Der Mechanismus der PDT-vermittelten NK-Zell-Aktivierung ist wahrscheinlich, wie 
bereits für die BCG-Therapie beschrieben [95], abhängig von NKG2DL (natural killer group 2 member 
D ligand), welcher von Tumorzellen als Reaktion auf oxidativen Stress exprimiert wird [96]. Dieser 
wird von einem spezifischen Rezeptor auf den NK-Zellen erkannt und führt zur Zellzerstörung [95]. 
Interessanterweise zeigte sich der Anstieg von Granzym B+ Zellen nur im Tumorgewebe, jedoch nicht 
innerhalb des angrenzenden, nicht neoplastisch veränderten Gewebes (vergl. Abbildung 17). Dies 
spricht dafür, dass der Mechanismus der Aufnahme des PS tatsächlich im Tumor erhöht ist und 
dadurch vor allem dort die Immunreaktion ausgelöst hat und das gesunde Gewebe weitestgehend 
unbeeinträchtigt ist. 
Auch das Vorkommen von doppelt-negativen (CD4- CD8-) Natural Killer T-Zellen (DN NKT) ist denkbar 
und könnte einen Erklärungsansatz für die unerwartete CD8-TIL Verteilung sein. Natural Killer T-
Zellen sind gewissermaßen eine immunologische Brücke zwischen innatem und adaptivem 
Immunsystem, da sie einen T-Zell-Rezeptor besitzen, also auch CD3+ sind, welcher aber nicht mit 
klassischer Antigen-Präsentation interagiert, sondern, wie ein eher unspezifischer Pattern-
recognition Receptor, Lipide erkennt [97]. Des Weiteren finden sich in ihnen typische Merkmale von 
NK-Zellen, wie z.B. die Fähigkeit zur massenhaften Produktion von Granzymen und zu direkter 
Zytotoxizität [98]. Die komplexen Zusammenhänge in denen dieser Zelltyp das Immunsystem 
beeinflusst sind noch nicht vollständig verstanden. Aufgrund ihrer außergewöhnlichen Funktionen 
wurden die DN NKT Zellen jedoch bereits als interessanter Ansatzpunkt für Immuntherapie von 
Tumoren identifiziert [99] und konnten auch in der BCG Therapie des Urothelkarzinoms als wichtiger 





Beeinflussung durch PDT naheliegend und erscheint in Zusammenschau mit der Immunhistochemie, 
die in der vorliegenden Arbeit durchgeführt wurde, als mögliche Erklärung.  
7.6 Implikationen für die Anwendung von PDT als Adjuvans in der 
Tumortherapie 
Adjuvante Therapien sind sowohl in der Behandlung des NMIBC als auch des MIBC neben der 
interventionellen (TUR-B) bzw. der chirurgischen Versorgung (Zystektomie) eine gängige Option um 
das Überleben zu verbessern. So wird nach der deutschen Leitlinie zur Therapie des low risk NMIBC 
eine adjuvante Chemotherapie-Frühinstillation direkt nach TUR-B empfohlen und  in der Versorgung 
des intermediate und high risk NMIBC hat die BCG Therapie einen festen, Prognose-verbessernden 
Stellenwert [4]. In der Behandlung des MIBC profitiert jeder 13. Patient von einer neoadjuvanten und 
sogar jeder 9. Patient von einer adjuvanten, cisplatinplatinhaltigen Chemotherapie.  
Leider sind diese Therapieoptionen relativ nebenwirkungsreich, was bei der BCG Therapie zu 
häufigen Abbrüchen der Behandlung führt [101]. Die adjuvante Chemotherapie ist wegen ihrer 
Aggressivität ohnehin nur für Patienten mit guter Nierenfunktion und einem guten Allgemeinzustand 
zugänglich, was insbesondere nach Zystektomie viele Patienten nicht mehr erfüllen können [4]. Als 
salvage therapy bei BCG-Versagen wurde die PDT bereits untersucht [102] und zumindest kein 
Nachteil gegenüber BCG festgestellt [52]. Sollte sich in weiteren Untersuchungen der positive Einfluss 
der Immunstimulation auf die Prognose der Patienten bestätigen, könnte den betroffenen Patienten 
mit der immunstimulierenden PDT ein neues, nebenwirkungsarmes Angebot gemacht werden. 
7.7 Umgang mit Problemen und Schwierigkeiten 
7.7.1 Schwierigkeiten beim Tierversuch 
Die Etablierung und Durchführung des Tierversuchs war trotz vorangegangener, detailreicher 
Veröffentlichungen [29, 55, 67] mit einigen Schwierigkeiten verbunden, deren Auftreten und Lösung 
im Folgenden kurz beschrieben werden. 
Durch die Photoaktivität von THPTS musste dieses immer im Dunklen gelagert, verarbeitet und 
verabreicht werden, d.h. dass auch die THPTS-PDT in einem abgedunkelten Raum stattfinden musste.  
Bei der Bestrahlung mit dem Laser entwickelt sich auch Wärme, was vor allem bei Versuchen mit 
höheren Lichtdosen in einigen Fällen zu Hitzeschädigung der Harnblasen führte. Durch Einführung 





möglichst weite Entfernung der Lichtquelle zur Blasenwand, umgehen. Auch zur Gewährleistung 
eines gleichbleibenden Füllungszustandes der Harnblase von 0,5 ml während des Einführens der 
Fiberoptik musste zunächst eigens eine Abdichtvorrichtung angebracht werden.  
7.7.2 Schwierigkeiten mit der Immunhistochemie 
Eine quantitativ vergleichende Auswertung von kompletten Tumoren ist aufgrund ihrer sehr 
unterschiedlichen Ausdehnung und Wuchsform schwierig. Die komplette Vermessung eines Tumors 
mit angrenzendem Immunzellsaum schien, neben der Auswahl von HPF, die praktikabelste 
Auswertungsmethode. Die Auswahl der HPF nach der höchsten Zelldichte innerhalb des Tumors 
vorzunehmen ist eine gängige Methode [69], hier werden allerdings häufig nur ungefähre 
Schätzungen der Infiltrationsdichte vorgenommen [103]. Insofern ist die automatische Messung der 
Dichte dieser Methodik überlegen und macht eine Doppelbeurteilung obsolet. 
Eine weitere Schwierigkeit war die Etablierung funktionierender Färbeprotokolle im Rattengewebe, 
da die Antikörper typischerweise in menschlichem Gewebe validiert werden. So konnte zumindest in 
unseren Proben kein befriedigendes Ergebnis mit Antikörpern gegen CD4 (T-Helfer Zellen) und FOXP3 
(regulatorische T-Zellen) erreicht werden, deren Evaluation sicherlich noch weitere  interessante 
Erkenntnisse geliefert hätten. 
8 Schlussbemerkung  
In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von THPTS-PDT auf die Immunreaktion gegen einen 
Harnblasentumor im Rattenmodell untersucht. Es ist das erste Mal, dass für diesen neuen PS eine 
derartige Untersuchung durchgeführt wurde, da bisher vor allem die Mechanismen der direkten 
Tumordestruktion im Fokus der Wissenschaft standen. Im Rahmen des steigenden Interesses für die 
Immuntherapie von Tumoren und angesichts bereits veröffentlichter erfolgreicher Untersuchungen 
zur immunisierenden Wirkung von PDT, liegt es nahe, diesem Aspekt schon bei der 
Grundlagenforschung an einem neuen PS Rechnung zu tragen. 
Es wurde hierzu eine Methodik etabliert, die einfach durchzuführen und durch die automatische 
Quantifizierung gut vergleichbar ist. Auch die verwendeten Antikörper sind Teil eines bereits klinisch 
erprobten Scores [72], was eine Etablierung und Akzeptanz dieser Herangehensweise für die 
Evaluation neuer PS noch erhöhen dürfte.  
Es konnte gezeigt werden, dass bei systemischer Gabe des PS, nicht jedoch bei lokaler Applikation 
mittels Instillation in die Blase, ein positiver Effekt auf die Anzahl der Tumor-assoziierten 





fanden sich in größerer Zahl in den Tumoren und am Tumorsaum. Diese Ergebnisse unterstützen die 
Hypothese, dass die Immunstimulation durch THPTS-PDT die körpereigene Tumorabwehr stärkt und 
auf diese Weise die Prognose des Patienten verbessert werden kann. Somit wäre eine neoadjuvante 
oder adjuvante THPTS-PDT als zusätzliche Therapieoption bei rezidivierenden oder metastasierten 
Tumoren denkbar, ähnlich der bereits etablierten, aber nebenwirkungsreichen BCG Therapie.  
Um die Ergebnisse und Thesen zu verifizieren, sollten nun Studien mit systemischer THPTS 
Applikation und längerem Beobachtungszeitraum der behandelten Tiere folgen, um einen positiven 
Einfluss auf das Überleben der Tiere nachzuweisen. Zur Steigerung der Effektivität sollte auch die 
Etablierung von Regimen zur wiederholten Anwendung im Fokus stehen, wie dies beispielsweise bei 
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Das Urothelkarzinom ist einer der häufigsten bösartigen Tumoren des Menschen und seine 
Behandlung ist trotz vielfältiger therapeutischer Möglichkeiten häufig mit einer erheblichen 
Beeinträchtigung für die Patienten verbunden. Gleichzeitig ist sein gutes Ansprechen auf 
Immuntherapie seit der Etablierung der BCG-Therapie vor etwa 40 Jahren und ihrem seitdem 
erfolgreichen klinischen Einsatz hinreichend belegt.  
Die photodynamische Therapie (PDT) ist ebenfalls ein lange bekanntes Verfahren, um bösartige 
Zellen relativ selektiv und nebenwirkungsarm in einem Bestrahlungsfeld mit Hilfe von Licht zu 
zerstören. Dabei wird eine photoaktive Substanz, der Photosensitizer (PS), in die Tumorzelle 
aufgenommen, durch Bestrahlung mit Licht einer spezifischen Wellenlänge kommt es zur 





Stress Nekrose und Apoptose der Zellen auslösen. Neben der primären Zellzerstörung kommt es zur 
lokalen Entzündung mit Aufnahme und Präsentation von Tumorepitopen und dadurch zur Ausbildung 
einer spezifischen Immunreaktion. 
Eine Einschränkung der Anwendung von PDT besteht in der mangelnden Verfügbarkeit geeigneter 
Photosensitizer (PS). Ein idealer PS sollte schnell und selektiv im Tumorgewebe akkumulieren, ein 
Anregungsmaximum im nah-infraroten Bereich für eine optimale Gewebsdurchstrahlung besitzen 
und zügig wieder aus dem Organismus eliminiert werden, um Nebenwirkungen wie generalisierte 
Lichtsensibilisierung zu minimieren. In der vorliegenden Arbeit wurde daher der neue PS 
Tetrahydroporphyrin-Tetratosylat (THPTS) verwendet, welcher vielversprechende physikochemische 
Eigenschaften besitzt und in Zell- und Tierversuchen bereits erfolgreich getestet wurde. 
Ziel der Arbeit war die Untersuchung von Effekten der THPTS-PDT auf die körpereigene 
Immunreaktion gegen ein Urothelkarzinom unter Verwendung eines orthotopen 
Harnblasentumormodells der Ratte. 
Für den Tierversuch wurden weibliche Fischer Ratten (151-175 g) verwendet. Bei allen Tieren wurde 
zunächst mittels transurethraler Einspülung von AY-27 Zellen, einer aus Fischer Ratten gewonnen 
Urothelkarzinomzelllinie, ein Harnblasentumor erzeugt, welcher in der Regel nach 10 Tagen 
angewachsen war.  
Zur Durchführung der PDT (an Tag 10 nach Tumorinokulation) wurden die Tiere in drei Gruppen 
eingeteilt: lokale Applikation von THPTS mittels Instillation in die Harnblase (LAG, n=10), systemische 
Applikation von THPTS durch i.v. Injektion (SAG, n=6) und eine Kontrollgruppe die kein THPTS aber 
die gleiche Bestrahlungsdosis erhielt (COG, n=10). Die Harnblasen der Tiere wurden mit einer 
Lichtdosis von 10 J/cm² mittels einer intravesikal eingeführten Fiberglasoptik bestrahlt.  
Nach weiteren 14 Tagen wurden die Tiere getötet, die Harnblasen entnommen und das Gewebe der 
histologischen Aufarbeitung zugeführt. Es wurden Serienschnitte der gesamten Harnblasen 
angefertigt, anhand von HE-Färbungen ein Tumorstaging vorgenommen und ausgewählte Schnitte 
letztlich mittels Immunhistochemie angefärbt. Das Augenmerk lag hier auf Färbungen, mit denen sich 
verschiedene Gruppen von Immunzellen darstellen lassen, um Aussagen über den Einfluss der PDT 
auf die lokale Immunreaktion gegen den Tumor machen zu können. 
Die Auswertung erfolgte durch computergestützte Messung von Zelldichten in 
(i) Übersichtsaufnahmen eines kompletten Tumoranschnitts einerseits und in (ii) 10 High Power 





Zelltypen eine manuelle Auszählung am Mikroskop vorgenommen. Die Ergebnisse je Gruppe wurden 
dann statistisch ausgewertet.  
Folgende Ergebnisse wurden dabei erzielt: 
- Das Tumormodell wurde erfolgreich etabliert, innerhalb von 10 Tagen entwickelten die Tiere 
Harnblasentumoren der Stadien T1 (Infiltration des subepithelialen Bindegewebes) bis T3 
(Infiltration des perivesikalen Fettgewebes).  
- Es konnte mit Hilfe von Immunhistochemie gezeigt werden, dass die Tumoren gut 
vaskularisiert sind (CD34) und dass die PDT mit THPTS nicht zu einer Okklusion der 
Mikrogefäße führt und so das angrenzende Harnblasengewebe nicht schädigt. 
- Mittels Anfärben von Claudin 4 konnte das Vorkommen von Tight Junctions im Tumorstroma 
belegt werden. 
- Es konnte eine Wirkung der systemischen THPTS-PDT auf verschiedene Zellentypen des 
erworbenen Immunsystems gezeigt werden: 
o Lymphozyten: Die Tumoren in der SAG zeigten gegenüber den anderen beiden 
Gruppen eine signifikant erhöhte Zahl an CD3+ T-Lymphozyten sowohl in der 
Übersichts- als auch in der HPF-Auswertung. Auch die CD45+ Leukozyten waren in 
der SAG tendenziell erhöht. 
o Antigen präsentierende Zellen: Die HLA-DR+ Antigen präsentierenden Zellen zeigten 
sich in der SAG ebenfalls gegenüber den anderen beiden Gruppen leicht erhöht. 
o Zytotoxische Zellen: Granzym B+ NK-Zellen waren in der SAG signifikant gegenüber 
der LAG erhöht, und auch die CD8+ Zytotoxischen Lymphozyten zeigten in der 
Übersichtsauswertung eine Tendenz zu vermehrtem Vorkommen in der SAG 
gegenüber der LAG. Insgesamt zeigten sich die CD8+ Zellen in den Therapiegruppen 
im Vergleich zur Kontrollgruppe jedoch  erniedrigt, was auch für eine durch die PDT-
Dosis vermittelte Immunzellsuppression sprechen könnte. 
- Die Auswertung des Vorkommens von Mastzellen als Teil des innaten Immunsystems ergab 
keine Unterschiede zwischen den Gruppen. 
Die Ergebnisse, vor allem der signifikante Anstieg der CD3+ Lymphozyten in der SAG, legen einen 
aktivierenden Einfluss der systemischen THPTS-PDT auf die lokale Immunreaktion nahe. Die erhöhte 
Anzahl von HLA-DR+ Zellen lässt auf eine vermehrte Antigenpräsentation schließen, welche zur 
Ausbildung einer spezifisch gegen Tumorepitope gerichteten Immunität führen kann. Auch das 
vermehrte Auftreten von zytotoxischen NK-Zellen spricht für eine, durch die PDT verstärkte, 





Dass sich ein Einfluss der PDT hauptsächlich in der systemischen THPTS Anwendung zeigt, lässt sich 
durch die ebenfalls untersuchte gute Gefäßversorgung der Tumoren erklären. Gleichzeitig könnte das 
Vorkommen intakter Tight Junctions im Tumorgewebe eine Erklärung für das Fehlen eines 
immunstimulierenden Effektes in der lokalen Therapiegruppe darstellen, weil dadurch die Diffusion 
des THPTS-Moleküls in tiefere Zellschichten eingeschränkt wird. 
Es wurde bereits mehrfach klinisch belegt, dass eine hohe Lymphozytendichte am Invasionsrand und 
im Tumor mit einer verbesserten Prognose korreliert. Sollte sich in weiteren Untersuchungen ein 
Einfluss der, durch THPTS-PDT stimulierten, Immunreaktion auf die Prognose der Tumorerkrankung 
bestätigen, wäre die PDT eine interessante Ergänzung zur adjuvanten Therapie des 
Urothelkarzinoms. 
Zusammenfassend wurden in der vorliegenden Arbeit neue Erkenntnisse über die Wirkweise und 
Potenz von THPTS und seine Anwendung zur PDT in der Harnblase gewonnen. Zugleich wurde eine 
Methodik zur standardisierten Auswertung und Dokumentation von Veränderungen der zellulären 
Immunreaktion auf einen Tumor entwickelt. Nachfolgende Arbeiten sollten das Gesamtüberleben 
nach THPTS-PDT sowie die PDT-Mehrfachanwendung analog zu klinisch etablierten 
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12 Anlagen  
12.1 Makro zur automatisierten ImageJ- Auswertung 
macro "Macro 1 [a]"{ 
for (i = 0; i < 10; i++) { 
  if (nImages>0)  
      title = getTitle(); 
selectWindow(title);  





























  selectWindow(""+i); 
  setThreshold(min[i], max[i]); 
  run("Convert to Mask"); 
  if (filter[i]=="stop")  run("Invert"); 
} 
imageCalculator("AND create", "0","1"); 
imageCalculator("AND create", "Result of 0","2"); 
for (i=0;i<3;i++){ 
  selectWindow(""+i); 
  close(); 
} 
selectWindow("Result of 0"); 
close(); 
selectWindow("Result of Result of 0"); 
rename(a); 
// Threshold Colour ------------ 
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